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excrete proteases was made. From those results the protease activity was calculated. Then 
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1 UVOD 
 
Naravni habitat bakterije Bacillus subtilis so tla, kjer je zelo pomembna sposobnost hitrega 
prilagajanja na različne razmere, da ima celica kar najboljši izkoristek dostopnih substratov 
(Tjalsma in sod., 2003). Ob pomanjkanju hranil se del populacije spremeni v endospore, del 
ostaja vegetativen (Veening in sod., 2008). Del, ki je še metabolno aktiven, lahko v času 
pomanjkanja enostavnih hranil v svoje okolje izloča zunajcelične encime, ki omogočajo 
razgradnjo kompleksnejših substratov. Poleg tega imajo metabolno aktivne celice naravno 
sposobnost prevzema zunajcelične DNA z namenom pridobivanja novih načinov 
izkoriščanja substratov (Sloma in sod., 1988; Veening in sod., 2008).  
 
Za preživetje v tako kompleksnem okolju je potreben dober sistem regulacije odzivov, saj je 
sinteza encimov za posamezno celico energetsko draga. Celična gostota mora biti dovolj 
visoka, da je simiselno sintetizirati zunajcelične encime (Pai in sod., 2012). B. subtilis za 
regulacijo uporablja različne dvokomponentne regulatorne sisteme, ki so zgrajeni iz 
senzorske histidin kinaze, ki zazna določen signal in nato s prenosom fosfatne skupine 
aktivira regulator, ki omogoči ali zavre prepis genov, ki jih nadzoruje (Tjalsma in sod., 
2003). Dvokomponentni sistem ComP-ComA je način zaznavanja kvoruma (Ogura in sod., 
2001), ki je tesno povezan tudi z drugim dvokomponentnim sistemom DegS-DegU (Msadek 
in sod., 1991) pri bakteriji Bacillus subtilis. Skupaj uravnavata različne načine prilagoditev 
na stres v okolju (Ogura in sod., 2001; Veening in sod., 2008). Za bakterijo Pseudomonas 
aeruginosa so že dokazali, da je sinteza veliko njenih zunajceličnih produktov odvisna od 
zaznavanja celične gostote (Darch in sod., 2012; Gupta in Schuster, 2013). V magistrski 
nalogi smo želeli to pokazati za sintezo skupnih dobrin, kot so zunajcelične proteaze pri 
bakteriji B. subtilis. 
 
Bakterijo Bacillus subtilis zaradi sposobnosti izločanja velikih količin različnih proteinov 
pogosto izkoriščajo kot industrijski mikroorganizem (Tjalsma in sod., 2003). V svojo 
okolico sprošča skupne dobrine, kot so zunajcelični polisaharidi, surfaktanti, antibiotiki, 
virulenčni faktorji, siderofori in zunajcelični encimi (Heilmann in sod., 2015). 
Najpomembnejši produkt, ki ga sintetizira B. subtilis, je verjetno ena od njenih večjih 
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zunajceličnih proteaz AprE, imenovana tudi subtilizin. Zaradi industrijske pomembnosti 
proteaz se je začelo veliko raziskovati tudi o načinu regulacije sinteze tega encima in drugih 
sekretornih proteinov že več kot dvajset let nazaj (Tjalsma in sod., 2003).  
 
Namen magistrskega dela je bil: 
 Pokazati, da je sinteza zunajceličnih proteaz pri bakteriji Bacillus subtilis odvisna od 
gostote populacije in je regulirana z zaznavanjem kvoruma (QS).  
 Pokazati, da je sinteza zunajceličnih proteaz pri bakteriji Bacillus subtilis večja v 
gojiščih, ki vsebujejo proteinske substrate. 
 Pokazati, da je rast divjega tipa bakterije Bacillus subtilis v gojiščih s proteinskimi 
substrati boljša od rasti signalne mutante in mutante, ki ne sintetizira zunajceličnih 
proteaz.  
 
V okviru magistrskega dela smo postavili naslednje hipoteze: 
 Proteazna aktivnost bo večja pri divjem tipu bakterije Bacillus subtilis kot pri 
signalni mutanti in mutanti, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz. 
 Rast bakterijskih celic divjega tipa bakterije Bacillus subtilis bo hitrejša od rasti 
signalne mutante in mutante, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz, na proteinskih 
substratih. 
 Različni proteinski substrati bodo podobno vplivali na izražanje zunajceličnih 
proteaz pri signalni mutanti in mutanti, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz, ter 
divjem tipu bakterije Bacillus subtilis. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PREŽIVETVENI MEHANIZMI BAKTERIJE Bacillus subtilis 
 
Bacillus subtilis je po Gramu pozitivna bakterija, ki v pozni eksponentni fazi rasti, ko 
začnejo hranila primanjkovati, sproži različne preživetvene mehanizme. Del populacije celic 
se spremeni v visoko odporne endospore, del ostaja vegetativen in kaže različne fenotipe. V 
populaciji sta torej najmanj dva različna tipa celic in temu pojavu fenotipske variacije 
pravimo bistabilnost (Veening in sod., 2008).  
 
Poleg sposobnosti tvorbe spor ali združevanja celic v biofilm ter prevzema zunajcelične 
DNA (kompetence), lahko bakterija Bacillus subtilis v času pomanjkanja enostavnih hranil 
v svoje okolje izloča zunajcelične encime, kot so esteraze in proteaze, ki ji omogočajo 
razgradnjo kompleksnejših substratov (Sloma in sod., 1988; Veening in sod., 2008). Kot so 
pokazale raziskave, ima le del vegetativne subpopulacije visoko in prehodno izražanje genov 
za zunajcelične proteaze. Poleg proteinov v gojišču lahko uporabljajo te proteaze kot substrat 
tudi ostanke mrtvih celic kulture iz stacionarne faze (Veening in sod., 2008). 
 
Za bakterijo B. subtilis je značilna sposobnost izločanja velikih količin proteinov v svoje 
okolje (Veening in sod., 2008) in to jo naredi za dobrega industrijskega producenta. Poleg 
tega bi lahko izločala tudi druge encime, vendar se lahko del produkta razgradi zaradi velike 
količine zunajceličnih proteaz v okolici. Zaradi tega je pomembno, da za čim boljši 
izkoristek pridobivanja proteinov uporabljamo mutanto, ki ima okvarjenih čim več poznanih 
zunajceličnih proteaz (Wu in sod., 1991). 
 
2.2 SKUPNE DOBRINE PRI BAKTERIJAH 
 
Bakterije so v naravnih pogojih velikokrat izpostavljene okolju, kjer so edini vir hranil 
netopni substrati in okoljska biomasa. Da lahko te substrate izkoristijo, izločajo v svoje 
okolje razgradne encime, ki te netopne polimere cepijo na manjše topne enote, ki jih bakterije 
lahko transportirajo v celice (Drescher in sod., 2014). Ti encimi so iz energetskega vidika za 
celico dragi. Ko so sproščeni v okolico, lahko ti produkti koristijo vsem celicam v okolju in 
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jih zato imenujemo skupne dobrine (Pai in sod., 2012; Mellbye in Schuster, 2014). Definicija 
skupne dobrine za kooperativno obnašanje je torej, da je njena produkcija draga in da se 
izloča iz celice, kjer povzroča korist celici, ki jo je sintetizirala, in tudi drugim celicam, ki 
so v bližini in imajo kompatibilne receptorje (Weigert in Kümmerli, 2017). Pogosto so 
koregulirane glede na stres in stradanje (Mellbye in Schuster, 2014). Celice producirajo in v 
svoje okolje izločajo signalne molekule, ki regulirajo nastanek različnih zunajceličnih 
faktorjev – razgradnjo kompleksnejših substratov, supresijo imunskega sistema gostitelja, 
omogočajo nastanek in rast biofilma ter pomagajo pri mobilnosti (rojenju) (Darch in sod., 
2012; Mellbye in Schuster, 2014; Weigert in Kümmerli, 2017). Pod skupne dobrine poleg 
zunajceličnih encimov spadajo še zunajcelični polisaharidi za nastanek biofilma, surfaktanti 
za pomoč pri gibanju celic, protimikrobne učinkovine, virulenčni faktorji in siderofori 
(Jousset in sod., 2013; Heilmann in sod., 2015; Weigert in Kümmerli, 2017).  
 
2.3 VPLIV SISTEMA ZA ZAZNAVANJE KVORUMA NA SINTEZO SKUPNIH 
DOBRIN 
 
Ker je produkcija skupnih dobrin za posamezno celico drag proces, je potrebno sintezo 
zakasniti do trenutka, ko bo korist večja od cene produkcije (Pai in sod., 2012). Pri bakterijah 
je to pogosto regulirano s sistemom za zaznavanje kvoruma - QS (Gupta in Schuster, 2013; 
Jousset in sod., 2013; Heilmann in sod., 2015). Dober primer je bakterija Pseudomonas 
aeruginosa, katere virulenca je dobro preučena in je pod vplivom QS. Ta vrsta za zaznavanje 
celične gostote uporablja dva dvokomponentna sistema las in rhl, ki sintetizirata dva različna 
acil-homoserin laktona kot signalni molekuli in sta med seboj tudi regulacijsko povezana 
(Gupta in Schuster, 2013; Mellbye in Schuster, 2014). Regulacija teh dveh sistemov zajema 
vsaj delno bakterijske zunajcelične proteaze (elastaze, aminopeptidaze) in sekundarne 
metabolite udeležene pri virulenci (Mellbye in Schuster, 2014). Darch in sod. (2012) so 
dokazali, da je sinteza velikega števila zunajceličnih produktov bakterije Pseudomonas 
aeruginosa odvisna od zaznavanja celične gostote. Uporabljali so mutanto, ki ni bila 
sposobna zaznavati gostote populacije (Pai in sod., 2012). Ugotovili so, da imajo bakterije, 
ki lahko sintezo in izločanje skupnih dobrin uravnavajo s sistemom za zaznavanje kvoruma, 
boljši izkoristek, kot tiste, ki so imele ničelne mutacije v genih za zaznavanje kvoruma. 
Zunajcelični faktorji, naj bi bili pri nizkih celičnih gostotah bolj neučinkoviti, saj naj bi 
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difundirali predaleč stran od celic, preden bi jih te lahko porabile, pri visokih gostotah bi bil 
porabljen bistveno večji delež skupnih dobrin. Zato razlagajo, da je sistem za zaznavanje 
kvoruma način regulacije bakterij, ki omogoča, da se produkcija skupnih dobrin stimulira 
šele pri visokih gostotah populacije (Darch in sod., 2012). Posledica aktivacije produkcije 
skupnih dobrin pri visokih celičnih gostotah je, da bi druge bakterije ne izkoriščale njenih 
skupnih dobrin, saj so bolj sorodni posamezniki locirani tesneje skupaj. Poleg tega ima 
bakterija Pseudomonas aeruginosa tudi dva proteina, ki negativno regulirata QS. Proteina 
QscR in QteE se vežeta na transkripcijska regulatorja teh dvokomponentnih sistemov in tako 
zavreta prepis mnogih genov (Gupta in Schuster, 2013). Pokazali so, da imata ta dva 
represorja vpliv na izražanje skupnih dobrin (kot predstavnika so izbrali gen za elastaze lasB) 
in na s QS povezano rastjo in s tem na fitnes bakterijske populacije. Zaradi represorjev je 
bakterija tako prilagojena na pogoje, kjer je QS pomemben (pri patogenosti) in kjer QS ni 
pomemben (okolje, kjer patogenost ni pomembna – tla ali voda) (Gupta in Schuster, 2013). 
 
2.4 ZUNAJCELIČNE PROTEAZE PRI BAKTERIJI Bacillus subtilis 
 
Proteaze so skupina hidrolitičnih encimov, ki cepijo peptidne vezi in s tem razgradijo 
proteine na enostavnejše monomere. Delimo jih na endopeptidaze in eksopeptidaze glede na 
mesto cepitve. Endopeptidaze lahko naprej razdelimo še na štiri podskupine glede na 
karakteristike katalitičnega mesta; to so serinske, metalo, cisteinske in aspartamske proteaze 
(Rehman in sod., 2016).   
 
Bakterija B. subtilis naj bi sintetizirala najmanj osem zunajceličnih proteaz ali proteaz, 
vezanih na celično steno. Najpomembnejši in najbolj zastopani sta nevtralna metaloproteaza 
(NprE) in alkalna serinska proteaza - subtilizin (AprE). Skupaj predstavljata kar okoli 95 % 
vse zunajcelične proteolitične aktivnosti, kar so dokazali s primerjavo divjega tipa in dvojne 
mutante z delecijo genov aprE in nprE (Kawamura in Doi, 1984; Sloma in sod., 1988; 
Barbieri in sod., 2015).  
 
Ostalih 5 % predstavljajo manj zastopane proteaze: serinska proteaza Epr, bacilopeptidaza 
F (Bpr), serinska proteaza Vpr, nevtralna proteaza B (NprB) in metaloproteaza (Mpr) ter 
proteaza celične stene WprA (Barbieri in sod., 2015). Manjši delež predstavljajo tudi 
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znotrajcelične proteaze kot posledica lize celic (Kawamura in Doi, 1984). Dokazali so, da 
za rast in sporulacijo zunajcelične proteaze niso nujno potrebne (Kawamura in Doi, 1984; 
Barbieri in sod., 2015).  
 
Subtilizin je alkalna serinska zunajcelična proteaza, ki jo kodira gen aprE (Sloma in sod., 
1988). Pripada drugi največji družini serinskih proteaz in je bila do sedaj za razliko od 
metaloproteaz, ki jih sintetizirajo različne vrste, najdena samo pri bakterijah iz rodu Bacillus 
sp. (Ghasemi in sod., 2012). Optimalno deluje pri zmernih temperaturah in je stabilna v 
alkalnih pogojih (Navaneeth in sod., 2008). Subtilizini so monomerni encimi in imajo 
aktivno mesto v žlebu na površju. Aktivno mesto je zelo ohranjeno za vse subtilizine, zato 
imajo enak mehanizem katalize, medtem ko so substrati lahko različni. Ker so tako razširjeni 
in jih sevi proizvajajo v velikih količinah, so postali modelni proteini za študije proteinskega 
inženiringa (Ghasemi in sod., 2012). Subtilizin lahko inhibiramo z 
diizopropilfluorofosfatom (DFP) in fenilmetan sulfonil fluoridom (PMSF) (Uehara in sod., 
1974). Sintetizira se kot pre-pro-subtilizinska molekula. Signalna sekvenca - pre-peptidni 
del - je dolga 29 aminokislinskih ostankov in je nujno potrebna za izločanje proteina iz 
celice. Pro-peptidni del molekule naj bi sodeloval pri sprostitvi encima iz membrane in 
maturaciji, saj naj bi prišlo do sprostitev iz membrane s pomočjo avtoproteolize (He in sod., 
1991).  
 
Nevtralno zunajcelično metaloproteazo kodira gen nprE (Sloma in sod., 1988). Proteaza 
NprE vsebuje eno molekulo cinka, pomembno vlogo pri njeni stabilnosti igrajo tudi 2 – 4 
kalcijevi ioni (He in sod., 1991). Inhibiramo jo lahko z etilendiaminotetraocetno kislino 
(EDTA), ki nase veže dvovalentne katione, tako da z njimi tvori kovalentne vezi (Uehara in 
sod., 1974). Prav tako kot subtilizin, se tudi metaloproteaza NprE sintetizira kot pre-pro-
proteaza (He in sod., 1991). 
 
Bakterija B. subtilis nosi zapis za še eno zunajcelično metaloproteazo Mpr (Uehara in sod., 
1974), ki so jo identificirali s konstrukcijo seva z ničelnimi mutacijami v genih apr, npr, isp-
1 in epr. Uvrstili so jo med metaloproteaze, saj po testiranjih ni spadala v nobeno drugo 
skupino, inhibicija z EDTA je bila zmerna. S sekvenciranjem so ugotovili, da vsebuje štiri 
cisteinske ostanke, ki obdajajo kovinski ligand (Uehara in sod., 1974). To omogoča nastanek 
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disulfidnih vezi, kar je med proteazami bakterije B. subtilis edinstveno. Ta encim ima tudi 
esterazno aktivnost (He in sod., 1991).  
 
Poleg tega je bila identificirana še serinska zunajcelična proteza, ki predstavlja manjši delež 
prisotnih proteaz. Gen so označili z epr. Njegov produkt je delno homologen tako subtilizinu 
kot tudi znotrajcelični serinski proteazi (ISP-1) pri bakteriji B. subtilis. Inhibiramo jo lahko 
z EDTA in PMSF. C-terminalni konec se po translaciji procesira, saj ni potreben za aktivnost 
(Sloma in sod., 1988; He in sod., 1991). Prav tako je na C-terminalnem delu visoka vsebnost 
bazičnih aminokislin, kot je lizin, in homologni del 44 aminokislin, ki se ponovi 5 krat 
(Sloma in sod., 1988).  
 
Bacilopeptidaza F je serinska endopeptidaza, ki jo kodira gen bpr. Imenujejo jo tudi kisla 
proteaza ali esteraza (Roitsch in sod., 1983). Ima visoko esterazno aktivnost. Prav tako kot 
Epr ima tudi Bacilopeptidaza F dolg C-terminalni konec, ki predstavlja več kot polovico 
odprtega bralnega okvirja (ORF) njegovega gena in njegovo procesiranje ne vpliva na 
aktivnost encima (He in sod., 1991).  
 
Vse zunajcelične proteaze bakterije B. subtilis se torej najprej prepišejo kot prekurzorji s 
signalno sekvenco in pro-sekvenco, ki omogoča avtoproteolizo in sprostitev iz membrane 
celice. Mehanizem izločanja in maturacije pri tej vrsti sta skupna za vse skupine 
zunajceličnih proteaz. Skupno jim je še, da se vse začnejo v glavnem sintetizirati v začetku 
stacionarne faze bakterijske rasti in imajo skupne globalne regulatorne gene, ki se odzivajo 
na zunanje signale stresa. Poleg tega imajo vse proteaze, razen proteaze Mpr, vsaj v 
določenih delih skupen delež homologije (He in sod., 1991). 
 
Eno od vrst sodelovanja med bakterijami predstavlja sinteza skupnih dobrin, kamor spada 
tudi pridobivaje hranil iz okolja, torej zunajcelične proteaze (Mellbye in Schuster, 2014). 
Ker proteaze, ki jih sintetizira bakterija B. subtilis, in njihovi razgrajeni produkti prosto 
difundirajo v tekoče gojišče, imajo od tega korist vse celice, kar pomeni, da se bakterija B. 
subtilis obnaša kooperativno ali celo altruistično (Veening in sod., 2008).  
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Različne zunajceliče proteaze so bile uporabljene kot primer skupnih dobrin v večih študijah 
tudi pri drugih bakterijskih vrstah, kjer so preučevali vpliv QS na skupne dobrine (Gupta in 
Schuster, 2013; Jousset in sod., 2013; Mellbye in Schuster, 2014). 
 
2.5  VPLIV SESTAVE GOJIŠČA NA SINTEZO ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ 
 
Bakterije producirajo oz. sintetizirajo proteolitične encime običajno le, če so v gojišču 
prisotni proteini, le redke vrste so sposobne sinteze tudi, ko gojišče ne vsebuje proteinov. 
Prav tako je pomembno, da je v gojišču prisoten tudi določen delež ogljikovih hidratov in 
mineralov, ki so nujno potrebni za rast bakterij in sintezo proteaz. Od sestave gojišča je tudi 
odvisno, katere tipe zunajceličnih proteaz bodo bakterije sintetizirale in v kolikšnih deležih 
(Mukhtar in Haq, 2013).  
 
Na mikrobno produkcijo zunajceličnih proteaz torej močno vpliva sestava gojišča – poleg 
prisotnosti proteinskih substratov še razmerje med ogljikom in dušikom, prisotnost 
enostavno prebavljivih sladkorjev, kot je glukoza, ter kovinskih ionov. Poleg tega so 
pomembni faktorji tudi primerna aeracija, koncentracija vodikovih ionov, temperatura in čas 
inkubacije (Beg in sod., 2003). Soares in sod. (2005) so opazili tudi, da imata koncentracija 
inokuluma in faza rasti zelo velik vpliv pri produkciji proteaz. Najboljšo produkcijo so dobili 
z inokulumom celic iz eksponentne faze rasti. Poleg tega so pokazali, da ima vsaka 
bakterijska vrsta oziroma sev svoje optimume za doseganje največje produktivnosti (Soares 
in sod., 2005). Sintezo proteaz zavirajo enostavni viri dušika, kot so amonij in aminokisline 
(Chu in sod., 1992). 
 
Na sintezo proteaz prav tako močno vpliva stres. Pomanjkanje hranil, neustrezna sestava 
gojišča, premalo raztopljenega kisika ali neugoden pH lahko produkcijo izboljšajo ali 
zaustavijo. Kot primer neustrezne sestave gojišča lahko služi previsoka koncentracija 
glukoze, ki do neke mere produkcijo pospešuje, vendar jo pri preseženi določeni količini 
začne zavirati. Bakterija ima v tem primeru dovolj drugih enostavnejših hranil in ne 
potrebuje razgrajevti proteinskega substrata in je zato potratno sintetizirati zunajcelične 
proteaze. Ta način regulacije imenujemo katabolna represija (Chu in sod., 1992; Soares in 
sod., 2005).  
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Alkalne zunajcelične proteaze, ki so komercialno najbolj sintetizirani zunajcelični encimi, 
se ponavadi pridelujejo v procesu submerzne kultivacije, vendar je bilo nekaj študij narejenih 
tudi o produkciji na trdnih substratih (Navaneeth in sod., 2008). Subtilizin je alkalna 
proteaza, zato se njegova sinteza poveča pri alkalnem pH. Prakasham in sod. (2006) so 
določili optimum sinteze subtilizina pri pH 9 in določali tudi najboljši vir ogljika in dušika 
za njegovo sintezo. Kot najboljša vira ogljika so določili ksilozo in maltozo, najslabši  vir pa 
je predstavljala glukoza. Najboljši viri dušika so bile kompleksne dušikove spojine, kot sta 
kvasni ekstrakt in pepton. Anorganske dušikove spojine se kažejo kot slabši vir dušika 
(Prakasham in sod., 2006). Navaneeth in sod. (2008) so v svoji statistični in praktični študiji 
določali najboljšo sestavo gojišča za visoko produkcijo encimov. Kombinirali so različna 
razmerja kvasnega ekstrakta, peptona, natrijevega klorida in kazeina. Statistična in praktična 
študija z različnimi koncentracijami teh substratov je pokazala, da je za sev B. subtilis MTCC 
441 najboljša kombinacija 6,75 g/L kvasnega ekstrakta, 4,41 g/L peptona, 6,08 g/L NaCl, 
10,75 g/L kazeina in 5,00 g/L glukoze. Najmanjša koncentracija subtilizina je nastala pri 
zvišanju koncentracije kvasnega ekstrakta na 9 g/L in znižanju koncentracije NaCl na 2,5 g/L 
(Navaneeth in sod., 2008).  
 
2.6 REGULACIJA IZRAŽANJA ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ S SISTEMOM ZA 
ZAZNAVANJE KVORUMA PRI BAKTERIJI Bacillus subtilis 
 
Dvokomponentni sistem DegS-DegU je odgovoren za uravnavanje prehoda med 
logaritemsko in stacionarno fazo rasti pri bakteriji B. subtilis. Med drugim tudi zavira 
delovanje faktorja σD, ki je odgovoren za prepis genov v rastočih celicah (Mäder in sod., 
2002). DegU naj bi bil glavni regulator večceličnega obnašanja. Različne koncentracije 
proteina, naj bi vplivale na različne skupine genov znotraj regulona (Dahl in sod., 1991; 
Verhamme in sod., 2007; Veening in sod., 2008). Za aktivacijo mora biti DegU fosforiliran 
preko senzorskega proteina DegS, ki se nahaja v citoplazmi (Dahl in sod., 1991; Veening in 
sod., 2008). Poleg tega dvokomponentni sistem DegS-DegU vključuje še najmanj dva 
dodatna regulatorna gena degQ in degR, ki kodirata dva polipeptida, katerih prepis se sproži 
Skočir E. Vpliv zaznavanja kvoruma na sintezo skupnih dobrin pri bakteriji Bacillus subtilis.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
10 
ob pomanjkanju vira ogljika, aminokislin ali fosfata, medtem ko prisotnost glukoze njun 
prepis zaustavi (Msadek in sod., 1991).  
 
Dvokomponentni sistem DegS-DegU je tesno povezan še z drugim dvokomponentnim 
sistemom ComP-ComA (Msadek in sod., 1991). Ta sistem omogoča celicam B. subtilis, da 
se odzivajo na signale iz okolja in zaznavajo gostoto populacije celic istega seva v svojem 
okolju – imenujemo ga tudi sistem za zaznavanje kvoruma (QS). V QS sistemu se senzor 
oziroma receptor na membrani ComP avtofosforilira in prenese fosfatno skupino na odzivni 
regulator ComA v citoplazmi, ki omogoči prepis različnih genov, kot naprimer gena comS, 
ki regulira kompetenčni odziv celice, in operona srfA, odgovornega za sintezo 
lipopeptidnega antibiotika surfaktina (Ogura in sod., 2001). Aktiviran dvokomponentni 
sistem ComP-ComA pozitivno regulira dvokomponentni sistem DegS-DegU tako, da 
omogoči prepis gena degQ (Msadek in sod., 1991), obratno nefosforiliran protein DegU 
stimulira prepis gena comK, ki kodira glavni transkripcijski regulator kompetence (Msadek 
in sod., 1991; Mäder in sod., 2002).  
 
Geni, ki kodirajo zunajcelične proteaze, kot so subtilizin, nevtralna metaloproteaza E in 
bacilopeptidaza F, so pozitivno regulirani s fosforiliranim DegU (Ogura in sod., 2001; Mäder 
in sod., 2002; Veening in sod., 2008; Hoffmann in sod., 2010). Gen aprE ima na promotorju 
dve vezavni mesti za homo-dimerna proteina DegU (Veening in sod., 2008) in zato za prepis 
potrebuje visoke koncentracije fosforiliranega proteina DegU (Verhamme in sod., 2007; 
Veening in sod., 2008).  
 
Mäder in sod. (2002) so s pripravo mutante degU32(Hy), kjer je fosforiliran DegU sedemkrat 
bolj stabilen od DegU divjega tipa, pokazali, da je regulacija genov, kontroliranih z DegU-
P, odvisna še od drugih načinov regulacije. Kljub visokim koncentracijam stabilnejšega 
DegU-P, se izražanje proteaz ni povečalo (Mäder in sod., 2002). Prepis gena aprE 
neposredno negativno uravnavajo še najmanj trije transkripcijski regulatorji (AbrB, SinR in 
ScoC), ki so pod negativnim vplivom glavnega regulatorja sporulacije Spo0A. Sodelovanje 
regulatornih dvokomponentnih sistemov DegS-DegU, in ComP-ComA ter regulatorja 
Spo0A predstavljata sliki 1A (Hoffmann in sod., 2010) in 1B (Davidson in sod., 2012). Za 
prepis gena za subtilizin je torej potrebna tako visoka koncentracija aktiviranega dimera 
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DegU kot tudi aktiviranega Spo0A, ki sprosti represijo gena. Še višje koncentracije 
aktiviranega Spo0A vodijo v sporulacijo celic, kar zaustavi tudi sintezo zunajceličnih 
proteaz (Veening in sod., 2008). Izražanje drugih manj zastopanih zunajceličnih proteaz 
bacilopeptidaze F, Epr, Vpr, NprB in Mpr ter WprA, je prav tako negativno regulirano z 
AbrB, SinR in ScoC. Pretekle študije so tudi pokazale, da globalni transkripcijski regulator 
CodY prav tako zavira prepis manjših zunajceličnih proteaz, medtem ko na izražanje glavnih 
zunajceličnih proteaz AprE in NprE nima učinka, čeprav ima v bližini njunih genov vezavni 
mesti (Barbieri in sod., 2015).   
 
A                                                                       B 
  
Slika 1: Shema regulacij dvokomponentnih sistemov ComP-ComA, DegS-DegU in regulatorja Spo0A (Slika 
1A povzeta po Hoffmann in sod., 2010; Slika 1B povzeta po Davidson in sod., 2012) 
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3 MATERIALI IN METODE  
 
3.1 REAGENTI 
 
Preglednica 1: Reagenti, ki smo jih uporabljali v magistrski nalogi in njihovi proizvajalci 
Reagent Proizvajalec 
(NH4)2SO4 Merck, ZDA 
Agar Sigma-Aldrich, ZDA 
Azo-kazein Sigma-Aldrich, ZDA 
BCA (bikinkoninska kislina) Sigma-Aldrich, ZDA 
BSA (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich, ZDA 
Ca-acetat Merck, ZDA 
CaCl2 x 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Eritromicin Sigma-Aldrich, ZDA 
FeCl3 x 6 H2O  Acros Organics, ZDA 
Fenilalanin Sigma-Aldrich, ZDA 
Glicerol Kemika, Hrvaška 
Glukoza Sigma-Aldrich, ZDA 
H3PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
K2HPO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
K3PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
Kanamicin Sigma-Aldrich, ZDA 
Kazeinski hidrolizat BD biosciences, ZDA 
KCl Sigma-Aldrich, ZDA 
KH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
Kloramfenikol Sigma-Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
LB Sigma-Aldrich, ZDA 
LB agar Sigma-Aldrich, ZDA 
MgCl2 x 6H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
MgSO4 x 7H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
MnCl2 Sigma-Aldrich, ZDA 
MOPS Carl Roth GmbH, Nemčija 
Na2HPO4 x 2H2O Kemika, Hrvaška 
Na-acetat Sigma-Aldrich, ZDA 
Na-citrat x 2H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1: Reagenti, ki smo jih uporabljali v magistrski nalogi in njihovi proizvajalci. 
Reagent Proizvajalec 
NaCl Merck, ZDA 
Na-glutamat Sigma-Aldrich, ZDA 
NaH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA 
Na-kazeinat Sigma-Aldrich, ZDA 
NaOH Sigma-Aldrich, ZDA 
NH4Cl Merck, ZDA 
Posneto mleko v prahu Sigma-Aldrich, ZDA 
Subtilizin Sigma-Aldrich, ZDA 
TCA (triklorocetna kislina) Sigma-Aldrich, ZDA 
Tetraciklin Sigma-Aldrich, ZDA 
Tiamin hidroklorid Fluka, Nizozemska 
Triptofan Sigma-Aldrich, ZDA 
Trizma - HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
Trizma BASE Sigma-Aldrich, ZDA 
ZnCl2 Sigma-Aldrich, ZDA 
Želatina Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.2 MATERIALI 
 
Preglednica 2: Material, ki smo ga uporabljali v magistrski nalogi in njihovi proizvajalci. 
Material Proizvajalec 
Čaše Simax, Češka 
Epruvete Schott Duran, Nemčija 
Erlenmajerice 500 ml in 1000 ml Schott Duran, Nemčija 
Erlenmajerice z rilčkom 100 ml Schott Duran, Nemčija 
Centrifugirke 15 ml Isolab, Nemčija 
Centrifugirke 50 mL Isolab, Nemčija 
Filtri (premer por 0,2 µm) Sartorius, Nemčija 
Mikrocentrifugirke 1,5 mL Brand, Nemčija 
Mikrocentrifugirke 2 mL Brand, Nemčija 
Prozorne mikrotitrske plošče s 96 luknjicami 
Črne mikrotitrske plošče s prozornim dnom s 96 
luknjicami 
Brand, Nemčija 
Greiner BioOne, ZDA 
Petrijevke 
Labortehnika Golias, 
Slovenija 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 2: Material, ki smo ga uporabljali v magistrski nalogi in njihovi proizvajalci. 
 
Material Proizvajalec 
Pipetni nastavki Sarstedt, Nemčija 
Rezalnik agarja premera 6 mm GE Healthcare, Velika Britanija 
 
 
3.3 APARATURE 
 
Preglednica 3: Laboratorijske aparature in njihovi proizvajalci. 
Aparatura Proizvajalec 
Analitska tehtnica Mettler Toledo, Slovenija 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Centrifuga (MiniSpin) Eppendorf, Nemčija 
Cytation 3 Imaging Reader BioTek, ZDA 
Fotoaparat Canon, Japonska 
Komplet pipet Brand, Nemčija 
Laminarij (Laminar Flow Cabinet) ESCO, ZDA 
Magnetni mešalnik (Rotamix 550 MMH) Tehtnica, Slovenija 
Fotometer Iskra, Slovenija 
pH meter (Inolab) WTW, Nemčija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica Vibra, Shinko Denshi co., Japonska 
UV/VIS spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Vibracijski mešalnik Velp Scientifica, Italija 
 
3.4 BAKTERIJSKI SEVI 
 
Preglednica 4: V magistrski nalogi uporabljeni sevi bakterije Bacillus subtilis in njihovi genotipi ter reference. 
Sev Genotip Reference 
PS-216 Naravni izolat Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
BM1400 
BM1133 
PS-216 comQ::kan 
PS-216 degQ::tet 
Špacapan M., 2015 
Špacapan M., neobjavljeno 
BM1142 PS-216 amyE::PaprE-gfp (cm) Špacapan M., neobjavljeno 
BM1448 PS-216 comQ::kan amyE::PaprE-gfp (cm) Špacapan M., neobjavljeno 
BM1144 PS-216 degQ::tet amyE::PaprE-gfp (cm) Špacapan M., neobjavljeno 
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3.5 ZALOŽNE RAZTOPINE 
 
3.5.1 Antibiotiki 
 
Raztopine antibiotikov  smo sterilizirali s filtriranjem skozi filter s porami premera 0,2 µm 
ter jih hranili pri temperaturi -20 °C. 
 
Kanamicin (kan) 
0,5 g kanamicina smo raztopili v 10 mL destilirane vode, da smo dobili založno raztopino 
antibiotika 50 mg/mL. Končna koncentracija antibiotika v gojišču je bila 5 µg/mL. 
 
Kloramfenikol (cm) 
0,1 g kloramfenikola smo raztopili v 10 mL destilirane vode, da smo dobili založno raztopino 
antibiotika 20 mg/mL. Končna koncentracija antibiotika v gojišču je bila 5 µg/mL. 
 
Tetraciklin (tet) 
0,2 g tetraciklina smo raztopili v 10 mL 96 % etanola, da smo dobili založno raztopino 
antibiotika 20 mg/mL. Končna koncentracija antibiotika v gojišču je bila 10 µg/mL. 
 
3.5.2 Reagenti 
 
1 % (w/V) azo-kazein 
V 10 mL 50 mM pufra TRIS-HCl (pH 7,0) smo dodali 0,1 g azo-kazeina in dobro premešali 
na vibracijskem mešalniku. Raztopino smo hranili v temi pri sobni temperaturi. 
 
10 % (w/V) triklorocetna kislina (TCA) 
5 g triklorocetne kisline (TCA) smo dodali do 50 mL destilirane vode. 
 
BCA – Bikinkoninska kislina 
Iz komponent A in B kompleta Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich, ZDA) 
smo naredili mešanico komponent A in B v razmerju 50 : 1, da smo dobili homogeno 
raztopino reagenta BCA zelene barve. 
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3.5.3 Raztopine soli, pufri in založne raztopine za gojišča 
 
Standard govejega serumskega albumina (BSA) 
Pripravili smo založno raztopino BSA 1 mg/mL tako, da smo raztopili 0,01 g BSA v 10 mL 
destilirane vode. Založno raztopino smo nato ustrezno redčili za pripravo umeritvene 
krivulje.  
 
1 M kalcijev klorid (CaCl2) 
V centrifugirko smo zatehtali 1,47 g CaCl2 x 2H2O in dodali destilirano vodo do 10 mL. 
 
1 M magnezijev klorid (MgCl2) 
7,61 g MgCl2 x 6H2O smo dodali destilirano vodo do 80 mL. 
 
1 M magnezijev sulfat (MgSO4) 
V centrifugirko smo zatehtali 2,46 g MgSO4 x 7H2O in dodali destilirano vodo do 10 mL. 
 
1 M natrijev hidroksid (NaOH) 
2 g NaOH smo dodali destilirano vodo do 50 mL. Raztopino smo hranili pri sobni 
temperaturi. 
 
2 % (w/V) kazeinski hidrolizat 
1,6 g kazeinskega hidrolizata smo dodali do 80 mL destilirane vode. 
 
10 % (w/V) kvasni ekstrakt 
8 g kvasnega ekstrakta smo dodali destilirano vodo do 80 mL. 
 
50 % (w/V) glukoza 
S segrevanjem smo 50 g glukoze dodali destilirano vodo do 100 mL. 
 
0,25 M H3PO4 
V 98,31 mL destilirane vode smo dodali 1,69 mL 85 % H3PO4.  
Skočir E. Vpliv zaznavanja kvoruma na sintezo skupnih dobrin pri bakteriji Bacillus subtilis.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
17 
 
Ca,Na-acetatni pufer 
0,08 g Na-acetata in 0,09 g Ca-acetata smo dodali destilirano vodo do 100 mL. Umerili smo 
pH na 7,5. Pufer smo sterilizirali s filtritanjem skozi filter s porami premera 0,2 µm. 
 
Fiziološka raztopina (0,9 % (w/V) NaCl) 
9 g NaCl smo dodali destilirano vodo do 1 L in avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 20 min. 
Raztopino smo hranili pri sobni temperaturi. 
 
Fosfatni pufer (PBS) 
V 1000 mL destilirane vode smo raztopili: 
8 g NaCl, 
0,2 g KCl, 
1,77 g Na2HPO4 x 2H2O, 
0,24 g KH2PO4. 
Z 2 M HCl smo umerili pH na 7,0 in sterilizirali z avtoklaviranjem pri temperaturi 121 °C, 
20 min. 
 
Mikroelementi (1000 x založna raztopina) 
V 100 mL destilirane vode smo dodali: 
10,3 g CaCl2 x 2H2O, 
1,3 g FeCl3 x 6H2O, 
0,8 g MnCl2, 
0,01 g ZnCl2. 
 
Raztopina M9 soli 
V 800 mL destilirane vode smo raztopili: 
64 g Na2HPO4 X 7H2O, 
15 g KH2PO4, 
2,5 g NaCl, 
5,0 g NH4Cl. 
In dodali destilirano vodo do 1 L. 
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Raztopina 1x SS soli 
V 1000 mL destilirane vode smo dodali: 
6 g KH2PO4, 
14 g K2HPO4, 
2 g (NH4)2SO4, 
1 g Na-citrat x 2H2O, 
0,2 g MgSO4 x 7H2O. 
 
Subtilizin 
10 mg subtilizina smo raztopili v 10 mL Ca-Na-acetatnega pufra ter raztopino alikvotirali 
po 1,5 mL. Založno raztopino 1 mg/mL smo hranili pri temperaturi  -20 °C. 
 
Tiamin hidroklorid (vitamin B1) 
0,07 g tiamin hidroklorida smo dodali do 100 mL destilirane vode in sterilizirali s filtriranjem 
skozi filter s porami premera 0,2 µm. Raztopino smo hranili v temi pri temperaturi 4 °C.  
 
TRIS-HCl 50 mM, pH 7,0 
0,702 g Trizma-HCl in 0,067 g Trizma-BASE smo dodali do 100 mL destilirane vode. 
Preverili smo pH in po potrebi umerili. 
 
3.5.4 Trdna gojišča 
 
Trdno gojišče LB  
V erlenmajerico smo nalili 400 mL destilirane vode in dodali 14 g agariziranega gojišča LB 
ter avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 20 min. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili do 
temperature 55 °C v vodni kopeli, dodali določen volumen založnih raztopin ustreznih 
antibiotikov in ga sterilno razlili v petrijevke premera 90 mm ter pustili čez noč, da se strdi. 
Plošče smo hranili v temi pri temperaturi 4 °C. 
 
Trdno gojišče s kazeinom in želatino 
V erlenmajerico smo nalili 400 mL destilirane vode in dodali: 
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0,32 g NaOH,  
4 g Na-kazeinata,  
4 g želatine, 
6 g agarja.  
Nato smo umerili pH na 7,0 z 2 M HCl in avtoklavirali pri temperaturi 110 °C, 30 min. Po 
avtoklaviranju smo gojišče ohladili do temperature 55 °C v vodni kopeli in ga po 40 ml 
sterilno razlili v petrijevke premera 90 mm ter pustili čez noč, da se strdi. Plošče smo hranili 
v temi pri temperaturi 4 °C. 
 
3.5.5 Tekoča gojišča 
 
1 % (w/V) posneto mleko v prahu v pufru PBS 
V 100 mL pufra PBS smo raztopili 1 g posnetega mleka v prahu s segrevanjem in 
avtoklavirali pri temperaturi 110 °C, 30 min. 
 
4 % (w/V) Na-kazeinat v pufru PBS 
V 100 mL pufra PBS smo raztopili 4 g Na-kazeinata s segrevanjem in avtoklavirali pri 
temperaturi 110 °C, 30 min. 
 
Gojišče CM 
V 100 mL raztopine 1 x SS soli smo sterilno dodali: 
1 mL 50 % (w/V) glukoze, 
1 mL 2 % (w/V) kazeinskega hidrolizata, 
1 mL 10 % (w/V) kvasnega ekstrakta, 
0,25 mL 2,5 mM MgCl2. 
 
Gojišče LB 
V 100 mL destilirane vode smo dodali 2 g bujona LB in avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 
20 min. 
 
Gojišče M9 
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V 800 mL destilirane vode smo dodali 200 mL raztopine M9 soli in avtoklavirali pri 
temperturi 121 °C, 20 min. Po avtoklaviranju smo sterilno dodali: 
2 mL 1 M MgSO4, 
8 mL 50 % (w/V) glukoze, 
0,1 mL 1 M CaCl2. 
 
Gojišče MSgg 
V 1000 mL destilirane vode smo dodali: 
20,93 g MOPS, 
1,06 g K3PO4, 
50 mg triptofana, 
50 mg fenilalanina, 
0,1 g MgCl2 x 6H2O, 
5 g Na-glutamata, 
1 mL 1000x raztopine mikroelementov, 
5 g glicerola. 
Preverili smo vrednost pH in po potrebi umerili na 7,0 ter avtoklavirali pri temperaturi 
110 °C, 30 min. Po avtoklaviranju smo dodali še 1 mL tiamin hidroklorida s koncentracijo 
2 mM, da je bila končna koncentracija v gojišču 2 µM.  
 
3.6 METODE 
 
3.6.1 Priprava sevov in prekonočnih kultur 
 
Seve bakterije Bacillus subtilis PS-216 (divji tip in mutanti v genih comQ in degQ) smo 
najprej precepili s temperature -80 °C na agarizirano gojišče LB z ustreznimi antibiotiki in 
inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C. 
 
Po eno kolonijo vsakega seva smo po inkubaciji nacepili v 5 mL sterilnega tekočega gojišča 
LB za prekonočno kulturo. Gojišču, kjer je bila mutanta comQ, smo sterilno dodali antibiotik 
kanamicin, gojišču z mutanto degQ antibiotik tetraciklin. Seve smo inkubirali na stresalniku 
pri 200 obratih/min in temperaturi 37 °C, 16 ur.  
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Po inkubaciji smo odvzeli 2 mL vzorca in izmerili optično gostoto pri 650 nm (OD650), da 
smo zagotovili podobno koncentracijo celic v inokulumu. V sveže gojišče smo precepili 1 % 
(V/V) inokulum v 3 bioloških ponovitvah. 
 
Najprej smo seve inkubirali v 5 mL tekočega gojišča LB, MSgg, CM in M9 pri temperaturi 
37 °C in 200 obratih/min 24 ur. Po 24 urni inkubaciji smo odvzeli 2 mL vzorca za nadaljno 
analizo (določanje koncentracije in aktivnosti zunajceličnih proteaz in koncentracije 
celokupnih celičnih proteinov). 
 
Seve smo prav tako inkubirali tudi v 30 mL 1 % posnetega mleka v prahu v pufru PBS, 4 % 
Na-kazeinata v pufru PBS ter gojišča MSgg pri temperaturi 37 °C in 200 obratih/min 24 ur 
in vmes spremljali OD650. Glede na rast smo se odločili za čas odvzema vzorca (2 mL). 
Vzorec smo uporabili za določanje koncentracije in aktivnosti zunajceličnih proteaz in 
koncentracije celokupnih celičnih proteinov 
 
Poleg tega smo v gojišču MSgg spremljali tudi izražanje promotorja gena aprE za subtilizin, 
zato smo uporabili še tri dodatne seve, ki so poleg mutacij v omenjenih genih imeli promotor 
gena aprE, sklopljen z genom za zeleni fluorescenčni protein (gfp) vstavljen v lokus amyE. 
Te tri seve smo vzporedno z neoznačenimi sevi nacepili v 5 mL tekočega gojišča LB, ki smo 
mu poleg drugih antibiotikov sterilno dodali še kloramfenikol za prekonočno kulturo in jih 
prav tako inkubirali s stresanjem pri temperaturi 37 °C, 16 ur.  
 
3.6.2 Priprava izrabljenega gojišča in celičnega ekstrakta 
 
Odvzeti vzorec (poglavje 3.6.1) smo nato centrifugirali 10 min pri 10000 g in sobni 
temperaturi, da smo ločili celice od izrabljenega gojišča, v katerem so bile tudi zunajcelične 
proteaze. Po centrifugiranju smo supernatant filtrirali skozi filter s porami premera 0,2 µm 
v novo sterilno mikrocentrifugirko.  
 
Za določanje koncentracije proteinov z BCA pri gojenju v gojiščih LB, MSgg, CM in M9 
smo posedene celice spirali z destilirno vodo. Dodali smo je 2 mL, premešali in ponovno 
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centrifugirali 10 min pri 10000 g. Supernatant smo odstranili in celice koncentrirali v 500 µL 
destilirane vode, ki smo jim dodali še 500 µL 0,25 M H3PO4. Suspenzijo celic smo nato 
inkubirali v termobloku pri temperaturi 100 °C 30 min, da so celice lizirale ter nato pustili, 
da se je suspenzija ohladila do sobne temperature (Joannis in sod., 1998).  
 
3.6.3 Določanje proteazne aktivnosti na trdnem gojišču s kazeinom in želatino 
 
Na trdno gojišče s kazeinom in želatino smo v luknje s premerom 6 mm, ki smo jih naredili 
z rezalnikom agarja, nanesli po 0,1 mL supernatanta ali ustrezne redčitve subtilizina. Plošče 
smo nato inkubirali pri temperaturi 37 °C 20 ur. Po inkubaciji smo plošče slikali in določili 
premer cone proteolize s programom Fiji 1.51h (Schindelin in sod., 2012). Primer določanja 
premera cone proteolize s programom Fiji je prikazan na sliki 2. Najprej smo kot merilo 
določili premer petrijevke 9 cm in glede na ta podatek je program določil dolžino izbrane 
razdalje. 
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Slika 2: Primer določanja premera cone proteolize na trdnem gojišču s kazeinom in želatino s programom 
Fiji 1.51h. 
 
Za umeritveno krivuljo smo naredili redčitveno vrsto s subtilizinom s koncentracijo 
100 µg/mL, ki smo ga redčili v Ca,Na-acetatnem pufru. Za določanje umeritvene krivulje so 
bile uporabljene naslednje koncentracije: 0,55 µg/mL, 0,82 µg/mL, 1,85 µg/mL, 
1,24 µg/mL, 2,78 µg/mL, 4,17 µg/mL in 6,25 µg/mL. Premerom cone proteolize znanih 
koncentracij subtilizina, ki smo jih določili v treh ponovitvah, smo izračunali povprečje in s 
programom Microsoft Excel 2013 izrisali diagram z linearno trendno črto ter določili njeno 
enačbo. Glede na to enačbo smo s pomočjo con proteolize določili koncentracijo proteaz v 
naših vzorcih. Vzorce, katerih premeri con proteolize so se nahajali izven linearnega 
območja, smo ustrezno redčili v Ca,Na-acetatnem pufru in to redčitev upoštevali pri 
izračunih (Montville, 1983).  
 
Skočir E. Vpliv zaznavanja kvoruma na sintezo skupnih dobrin pri bakteriji Bacillus subtilis.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
24 
3.6.4 Določanje proteazne aktivnosti z azo-kazeinom 
 
50 µL filtrata pripravljenega kot je opisano v poglavju 3.6.2 smo dodali 50 µL 1 % (w/V) 
azo-kazeina, raztopljenega v 50 mM pufru TRIS-HCl s pH 7,0, in inkubirali 20 ur pri 
temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo reakcijo ustavili z dodatkom 130 µL 10 % (w/V) TCA 
in centrifugirali 10 min pri 10000 g in sobni temperaturi. 100 µL superntanta smo prenesli v 
mikrotitrsko ploščo, jim dodali 200 µL 1M NaOH ter nato izmerili absorbanco pri 440 nm. 
Ozadje, ki smo ga odštevali vzorcem, smo določili tako, da smo vzorcem z 1 % (w/V) azo-
kazeinom takoj dodali 10 % (w/V) TCA brez inkubacije. Ostali postopek je bil isti kot pri 
vzorcih (Caldas in sod., 2002).  
 
Tudi pri tej metodi smo umeritveno krivuljo naredili s subtilizinom, ki smo ga redčili v 
Ca,Na-acetatnem pufru. Za določanje umeritvene krivulje so bile uporabljene naslednje 
koncentracije: 0,05 µg/mL, 0,07 µg/mL, 0,10 µg/mL, 0,16 µg/mL, 0,23 µg/mL, 0,35 µg/mL, 
0,53 µg/mL, 0,79 µg/mL, 1,19 µg/mL, 1,78 µg/mL, 2,67 µg/mL in 4 µg/mL, v treh 
ponovitvah, ki smo jim izračunali povprečje absorbanc in izrisali diagram z linearno trendno 
črto ter določili pripadajočo enačbo. Iz enačbe smo nato izračunali koncentracijo subtilizina 
v vzorcih. 
 
Za izračun proteazne aktivnosti smo potrebovali podatek o koncentraciji azo-kazeina, ki smo 
jo izračunali po enačbi 1 iz absorbance: 
 
𝑐𝑎𝑧𝑜−𝑘𝑎𝑧𝑒𝑖𝑛 =  
𝐴440
Ɛ ∗ 𝑙
 ,         …(1) 
 
kjer je c koncentracija azokazeina v g L-1, A440 je absorbanca v a.u., Ɛ je molarni absorbcijski 
koeficient in je za azokazein 37 L cm-1 g-1 pri teh pogojih, l je dolžina poti žarka skozi vzorec 
v cm. 
 
Proteazno aktivnost smo izračunali tako, da smo množino zunajceličnih proteaz, izračunano 
iz koncentracije dobljene po enačbi 1, normirali na maso celokupnih celičnih proteinov in 
delili s časom poteka reakcije razgradnje azo-kazeina. Računanje je potekalo po enačbi 2: 
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𝑃𝐴 =  
𝑛𝑎𝑧𝑜𝑘𝑎𝑧𝑒𝑖𝑛
𝑚𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑜𝑣 ∗ 𝑡
 ,           ...(2) 
 
kjer je PA proteazna aktivnost v µmol mg-1 min-1 ali U mg-1, n množina azokazeina 
izračunana iz izmerjene koncentracije v µmolih, m je masa celokupnih celičnih proteinov 
izračunanih iz koncentracije v miligramih, t je čas inkubacije v minutah. Rezultate 
koncentracije azo-kazeina smo pretvorili v množino azokazeina, rezultate koncentracije 
celokupnih celičnih proteinov v maso.  
 
3.6.5 Določanje celokupnih proteinov z bikinkoninsko kislino 
 
Pripravili smo raztopino BCA iz dveh komponent, kot je opisano v poglavju 3.6.2. V 
mikrotitrsko ploščo smo nanesli 25 µL celičnega ekstrakta (poglavje 3.6.2) ali izrabljenega 
gojišča (poglavje 3.6.2) ali redčitve standarda BSA in 200 µL raztopine BCA, ploščo pokrili 
s pokrovom in inkubirali 30 min pri temperaturi 37 °C. Nato smo vzorcem merili absorbanco 
pri 562 nm po navodilih proizvajalca (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit, Sigma-Aldrich, 
ZDA). V gojišču MSgg smo določali celokupne proteine tudi v izrabljenem gojišču, v ostalih 
primerih samo v celičnih ekstraktih (poglavje 3.6.2). 
 
Umeritveno krivuljo smo naredili z redčiveno vrsto standarda BSA z začetno koncentracijo 
1 mg/mL. Za določanje umeritvene krivulje so bile uporabljene naslednje koncentracije: 
200 µg/mL, 400 µg/mL, 600 µg/mL, 800 µg/mL in 1000 µg/mL. Postopek smo delali v treh 
ponovitvah in računali povprečje, rezultatom smo nato določili trendno črto in njeno enačbo 
v programu Microsoft Excel 2013. S pomočjo te enačbe smo izračunali koncentracijo 
celokupnih celičnih proteinov v vzorcih. 
 
3.6.6 Spremljanje izražanja PaprE-gfp v času s fluorimetrom 
 
Označene in neoznačene seve smo gojili v gojišču MSgg, kot je opisanov poglavju 3.6.1 in 
med inkubacijo vsako uro odvzeli po 200 µL vzorca, ki smo ga prenesli v črno mikrotitrsko 
ploščico s prozornim dnom. Vzorcem smo izmerili OD650 in intenziteto fluorescence 
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zelenega fluorescenčnega proteina (GFP) z ekscitacijo pri 480 nm in emisijo pri 510 nm 
valovne dolžine ter s stopnjo ojačanja signala 50. Intenzitetam fluorescence označenih sevov 
smo odšteli intenzitete fluorescence neoznačenih sevov (Veening in sod., 2008). Razliko v 
intenziteti fluorescence smo nato normirali na OD650 označenih sevov v vsaki časovni točki. 
 
3.6.7 Statistična obdelava podatkov 
 
Vsi eksperimenti so bili izvedeni v treh bioloških ponovitvah, zato so rezultati prikazani kot 
povprečne vrednosti in standardni odkloni. Podatke smo statistično analizirali z uporabo 
dvostranskega Studentovega t-testa s stopnjo zaupanja 95 %. Vrednosti nižje od 0,05 kažejo, 
da se merjeni parametri med seboj signifikantno razlikujejo, medtem ko vrednosti nad 0,05 
kažejo, da med merjenimi parametri ni signifikantnih razlik. 
 
Ker smo za določanje koncentracije zunajceličnih proteaz uporabljali dve različni metodi, 
smo za njuno primerjavo izračunali Pearsonov korelacijski koeficient, da bi določili 
podobnost rezultatov glede na sev. 
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4 REZULTATI  
 
4.1 DOLOČANJE PROTEAZNE AKTIVNOSTI BAKTERIJSKIH SEVOV V 
RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
 
Bakterijske seve Bacillus subtilis PS-216, PS-216 comQ::kan in PS-216 degQ::tet smo gojili 
v gojiščih LB, MSgg, M9 in CM. Po 24 urah gojenja smo odvzeli vzorce za nadaljnje analize. 
 
Slika 3 (Priloga A) prikazuje koncentracije zunajceličnih proteaz, ki so jih izločali bakterijski 
sevi v štirih različnih gojiščih v 24 urah inkubacije, določene z metodo na trdnem gojišču s 
kazeinom in želatino (Slika 3A) ter z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom (Slika 3B). Glede 
na rezultate obeh metod je divji tip proizvajal več proteaz kot mutanti comQ::kan in 
degQ::tet v vseh testiranih gojiščih.  
 
Koncentracija zunajceličnih proteaz se je v povprečju gibala med 2,6 in 297,8 µg/mL pri 
divjem tipu, med 0,4 in 22,1 µg/mL pri mutanti comQ::kan in med 0 in 15,3 µg/mL pri 
mutanti degQ::tet v vseh testiranih gojiščih določena z metodo na trdnem gojišču s kazeinom 
in želatino. Divji tip je v vseh gojiščih proizvajal največ zunajceličnih proteaz, najvišjo 
koncentracijo je dosegel v gojišču MSgg. V gojiščih LB, M9 in CM so bile koncentracije 
zunajceličnih proteaz divjega tipa veliko nižje. Mutanti comQ::kan in degQ::tet sta v gojišču 
MSgg dosegli med 13 in 20 krat manjšo koncentracijo v primerjavi z divjim tipom. V gojišču 
LB je mutanta comQ::kan dosegla kar 64 krat manjšo koncentracijo kot divji tip, medtem 
ko pri mutanti degQ::tet zunajceličnih proteaz nismo zaznali. V gojiščih CM in M9 sta imeli 
obe mutanti med 1,5 in 3 krat manjšo koncentracijo zunajceličnih proteaz od divjega tipa. 
 
Koncentracija zunajceličnih proteaz je bila določena še z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom 
in se je v povprečju gibala med 6 in 362,5 µg/mL pri divjem tipu, med 0,5 in 29,2 µg/mL pri 
mutanti comQ::kan in med 0,5 in 24,9 µg/mL pri mutanti degQ::tet v vseh testiranih 
gojiščih. Relativne razlike med sevi v različnih gojiščih, določenih z metodo z 1 % (w/V) 
azo-kazeinom so bile podobne razlikam, določenim z metodo na trdnem gojišču s kazeinom 
in želatino. Prav tako je divji tip v vseh gojiščih proizvajal največ zunajceličnih proteaz in 
je najvišjo koncentracijo dosegel v gojišču MSgg, v gojiščih LB, M9 in CM so bile 
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koncentracije zunajceličnih proteaz divjega tipa veliko nižje. Mutanti comQ::kan in 
degQ::tet sta v gojišču MSgg dosegli med 12 in 15 krat manjšo koncentracijo, v gojišču LB 
sta dosegli 10 krat manjšo koncentracijo v primerjavi z divjim tipom. V gojiščih CM in M9 
sta imeli obe mutanti med 6 in 8 krat manjšo koncentracijo zunajceličnih proteaz od divjega 
tipa. 
 
Koncentracije zunajceličnih proteaz divjega tipa in mutant določene z metodo na trdnem 
gojišču s kazeinom in želatino so v vseh gojiščih signifikantno različne (p pod vrednostjo 
0,05). Prav tako so si različne tudi koncentracije zunajceličnih proteaz med obema 
mutantama, razen v gojišču LB, kjer med koncentracijama zunajceličnih proteaz mutante 
comQ::kan in mutante degQ::tet ni signfikantnih razlik. Za metodo z 1 % (w/V) azo-
kazeinom dobimo podobne rezultate, edina razlika je pri primerjavi koncentracij 
zunajceličnih proteaz mutant comQ::kan in degQ::tet v gojišču M9, kjer statistična analiza 
ni pokazala signifikantnih razlik. 
 
Primerjali smo tudi obe metodi določanja koncentracije zunajceličnih proteaz med seboj. 
Metoda z 1 % (w/V) azo-kazeinom je natančnejša in zazna nižje koncentracije, saj smo dobili 
rezultate tudi pri nizkih količinah zunajceličnih proteaz (npr. pri mutanti degQ::tet gojeni v 
gojišču LB), medtem ko nizkih količin zunajceličnih proteaz z metodo na trdnem gojišču s 
kazeinom in želatino nismo zaznali. Z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom smo zato dobili 
nekoliko višje rezultate v vseh primerih. Za primerjavo smo izračunali korelacijski 
koeficient med obema metodama za vsa testirana gojišča, ki znaša pri divjem tipu 0,99, pri 
mutanti comQ::kan 0,97 in mutanti degQ::tet 0,93.  
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Slika 3: Koncentracije zunajceličnih proteaz po 24 urah gojenja bakterijskih sevov v gojiščih LB, MSgg, 
M9 in CM pri temperaturi 37 °C, določene (A) z metodo na trdnem gojišču s kazeinom in želatino in 
(B) z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih 
gojenj bakterijske kulture. Puščice med dvema stolpcema nakazujeta na statistično signifikantno 
različne rezultate.  
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Slika 4 (Priloga B) prikazuje koncentracije celokupnih celičnih proteinov bakterijskih sevov 
po 24 urah gojenja v gojiščih LB, MSgg, M9 in CM, določene z metodo z BCA. Divji tip je 
dosegel v vseh gojiščih najvišje koncentracije. V gojišču MSgg je bila koncentracija 
celokupnih proteinov 757 ± 27 µg/mL pri divjem tipu, medtem ko sta imeli mutanti 
comQ::kan in degQ::tet med 1,7 in 2,2 krat manjšo koncentracijo. V gojišču LB je imel divji 
tip še višjo koncentracijo celokupnih proteinov 813 ± 16 µg/mL, mutanti comQ::kan in 
degQ::tet sta imeli 1,5 krat nižjo koncentracijo. V drugih dveh gojiščih M9 in CM je bila 
rast bakterijskih sevov in s tem koncentracija celokupnih celičnih proteinov nekoliko nižja. 
V gojišču CM je bila koncentracija celokupnih proteinov divjega tipa 242 ± 2 µg/mL, za 
mutanti comQ::kan in degQ::tet 1,2 in 1,7 krat manj, medtem ko so bile vrednosti v gojišču 
M9 za divji tip 62 ± 4 µg/mL, za mutanto comQ::kan 1,8 krat manj in mutanto degQ::tet 5 
krat manj. 
 
Glede na statistično analizo so med divjim tipom in mutantama signifikantne razlike v 
koncentraciji celokupnih celičnih proteinov v gojiščih LB, MSgg in M9 ter v gojišču CM 
samo za mutanto degQ::tet. Koncentracije celokupnih celičnih proteinov med mutantama 
comQ::kan in degQ::tet niso signifikantno različne v gojiščih LB in MSgg, medtem ko je 
razlika signifikantna v gojišču M9. Za gojišče CM med sevi ni bilo signifikantnih razlik v 
koncentraciji celokupnih celičnih proteinov razen med mutanto degQ::tet in divjim tipom. 
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Slika 4: Koncentracije celokupnih celičnih proteinov po 24 urah gojenja bakterijskih sevov v gojiščih LB, 
MSgg, M9 in CM pri temperaturi 37 °C, določene z metodo z BCA. Prikazana so povprečja in standardni 
odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. Puščice med dvema stolpcema nakazujeta na statistično 
signifikantno različne rezultate. 
 
Slika 5 (Priloga C) prikazuje proteazno aktivnost bakterijskih sevov v gojiščih LB, MSgg, 
M9 in CM po 24 urah gojenja. Proteazna aktivnost sevov je bila najvišja pri divjem tipu v 
gojišču MSgg, kjer je dosegla vrednost (4,7 ± 0,3) ∙ 10-11 U/mg, medtem ko sta imeli mutanti 
comQ::kan in degQ::tet 7 krat nižjo vrednost. V gojiščih LB in M9 je divji tip dosegel 
vrednost okrog (1,0 ± 0,1) ∙ 10-11 U/mg, mutanti comQ::kan in degQ::tet sta dosegli med 2 
in 10 krat manjšo proteazno aktivnost. V gojišču CM so bili vsi sevi pod (0,5 ± 0) ∙ 10-11 
U/mg, vendar je mutanta degQ::tet signifikantno presegla aktivnost divjega tipa.  
 
Statistična analiza je pokazala, da so med proteazno aktivnostjo divjega tipa in mutant 
signifikantne razlike v vseh gojiščih. Prav tako so razlike signifikantne za proteazno 
aktivnost med mutantama comQ::kan in degQ::tet v gojiščih CM in M9. Med proteazno 
aktivnostjo mutant ni signifikantnih razlik v gojiščih LB in MSgg. 
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Slika 5: Proteazne aktivnosti po 24 urah gojenja bakterijskih sevov v gojiščih LB, MSgg, M9 in CM pri 
temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
Puščice med dvema stolpcema nakazujeta na statistično signifikantno različne rezultate. 
 
4.2 SPREMLJANJE RASTI BAKTERIJSKIH SEVOV V RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
 
Bakterijske seve Bacillus subtilis PS-216, PS-216 comQ::kan in PS-216 degQ::tet smo gojili 
v različnih gojiščih in spremljali rast z merjenjem optične gostote (OD650) brozge. Glede na 
potek rasti in razlike med bakterijskimi sevi smo določili 5 časovnih točk, kjer smo odvzeli 
vzorce za nadaljnjo analizo. 
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Slika 6: Optična gostota med rastjo bakterijskih sevov v gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS 
pri temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske 
kulture. Navpične rdeče črte označujejo točke vzorčenja. 
 
Na sliki 6 (Priloga D) lahko vidimo, da je motnost v gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom 
v pufru PBS padala. Zaradi rasti bakterij in sproščanja proteaz se je gojišče bistrilo. 
Opazimo, da se je gojišče nacepljeno z divjim tipom bakterije PS-216 hitreje bistrilo kot pri 
mutantah comQ::kan in degQ::tet. Pri divjem tipu se je optična gostota ustalila po približno 
10 urah inkubacije, medtem ko sta mutanti comQ::kan in degQ::tet potrebovali več časa. 
 
Vzorce za nadaljnjo analizo smo odvzeli po 3, 5, 8, 10 in 24 urah od začetka inkubacije 
bakterijskih sevov. 
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Slika 7: Optična gostota med rastjo bakterijskih sevov v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS pri 
temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
Navpične rdeče črte označujejo točke vzorčenja. 
 
Na sliki 7 (Priloga E) vidimo, da je motnost naraščala v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v 
pufru PBS zaradi rasti bakterijskih sevov. Opazimo, da je pri divjem tipu bakterije PS-216 
motnost hitreje naraščala kot pri obeh mutantah. Hiter skok v motnosti med 4. in 6. uro 
inkubacije pri divjem tipu kaže na hidrolizo kazeina in posledično nastanek mlečne oborine 
v gojišču. Prav tako smo tudi pri obeh mutantah opazili skok optične gostote, vendar kasneje. 
V vseh primerih je ob povečanju optične gostote nastala mlečna oborina, ki se je s časom 
manjšala, kar smo zaznali kot padec motnosti.  
 
Vzorce za nadaljnjo analizo smo odvzeli po 4, 6, 8, 10 in 24 urah od začetka inkubacije 
bakterijskih sevov. 
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Slika 8: Optična gostota med rastjo bakterijskih sevov v gojišču MSgg pri temperaturi 37 °C. Prikazana so 
povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. Navpične rdeče črte označujejo 
točke vzorčenja. 
 
Na sliki 8 (Priloga F) lahko vidimo, da je motnost v gojišču MSgg narasla zaradi rasti 
bakterijskih sevov. Opazimo, da ni signifikantne razlike med divjim tipom in mutantama do 
10 ure inkubacije, kjer je rast že začela upadati pri vseh sevih, kasneje se med sevi pokažejo 
razlike. Po 24 urah inkubacije vidimo, da je divjemu tipu optična gostota še vedno naraščala, 
medtem ko je mutantama comQ::kan in degQ::tet že padla. 
 
Vzorce za nadaljnje analize smo odvzeli po 0, 4, 7, 10 in 24 urah od začetka inkubacije 
bakterijskih sevov. 
 
4.3 KONCENTRACIJA ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ V RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
 
Bakterijskim sevom Bacillus subtilis PS-216, PS-216 comQ::kan in PS-216 degQ::tet smo 
določali zunajcelične proteaze v izrabljenih gojiščih v različnih časovnih točkah, označenih 
na slikah 6 – 8. Primerjali smo sintezo in izločanje zunajceličnih proteaz v gojiščih z 1 % 
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(w/V) posnetim mlekom v pufru PBS, ki ima kot edini vir ogljika mlečne proteine ter 
laktozo, s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS, kjer je edini vir ogljika protein kazein, in gojišču 
MSgg, ki ni proteinsko gojišče, in je v preliminarnih eksperimentih (Slika 5) kazalo visoko 
proteazno aktivnost. 
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Slika 9: Koncentracije zunajceličnih proteaz v izrabljenem gojišču bakterijskih sevov, ki so rasli v gojišču z 1 
% (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS, v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS in v gojišču MSgg pri 
temperaturi 37 °C, določene z metodo na trdnem gojišču s kazeinom in želatino (levo) in z metodo z 1 % (w/V) 
azo-kazeinom (desno). Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
Statistično signifikantno različni rezultati med divjim tipom in mutanto so na sliki označeni s simbolom *, 
statistično signifikantno različni rezultati med mutantama comQ::kan in degQ::tet so označeni s simbolom #. 
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Slika 9 prikazuje koncentracije zunajceličnih proteaz, ki so jih izločali bakterijski sevi v 
gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS (Priloga G), v gojišču s 4 % (w/V) 
kazeinom v pufru PBS (Priloga H) in v gojišču MSgg (Priloga I). Koncentracije 
zunajceličnih proteaz so bile določene z metodo na trdnem gojišču s kazeinom in želatino 
(na sliki levo) in z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom (na sliki desno).  
 
V gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS je divji tip izločal v gojišče 
zunajcelične proteaze že po 3 urah inkubacije, medtem ko sta mutanti comQ::kan in 
degQ::tet začeli izločati proteaze šele po 8 urah inkubacije določeno z metodo na trdnem 
gojišču s kazeinom in želatino (Priloga G,a). Koncentracija zunajceličnih proteaz je pri 
mutantah comQ::kan in degQ::tet počasneje naraščala kot pri divjemu tipu. Pri divjem tipu 
je bila koncentracija zunajceličnih proteaz približno 9-10 krat večja kot pri obeh mutantah 
po 10 urah inkubacije, medtem ko je bila med 4,3 in 6,8 krat večja po 24 urah inkubacije.  
 
Prav tako je divji tip v gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS sintetiziral 
zunajcelične proteaze že po 3 urah inkubacije določeno z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom 
(Priloga G,b). S to metodo smo zaznali nižje koncentracije zunajceličnih proteaz, zato lahko 
vidimo, da sta mutanti comQ::kan in degQ::tet ravno tako izločali zunajcelične proteaze že 
po 3 urah inkubacije, vendar je bila koncentracija 10 – 14 nižja in tudi po 24 urah inkubacije 
ni narasla nad 0,6 ± 0,02 µg/mL. Divji tip je dosegel med 20 in 36 krat večjo koncentracijo 
zunajceličnih proteaz kot mutanti po 24 urah inkubacije. 
 
Tudi v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS (Priloga H,a), kjer so bile koncentracije 
zunajceličnih proteaz nekoliko višje v primerjavi z gojiščem z 1 % (w/V) posnetim mlekom 
v pufru PBS je divji tip izločal v gojišče zunajcelične proteaze že po 4 urah inkubacije 
določeno z metodo na trdnem gojišču s kazeinom in želatino, medtem ko sta mutanti začeli 
izločati zunajcelične proteaze šele po 6 urah inkubacije. Koncentracija zunajceličnih proteaz 
je pri mutantah počasneje naraščala kot pri divjem tipu. Po 24 urah inkubacije je bila 
koncentracija zunajceličnih proteaz pri divjem tipu za 16,5 krat višja od koncentracije 
zunajceličnih proteaz mutant.  
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Metoda z 1 % (w/V) azo-kazeinom (Priloga H,b) nam v primerjavi z metodo na trdnem 
gojišču s kazeinom in želatino pokaže, da je imel divji tip zelo malo zunajceličnih proteaz 
po 4 urah inkubacije, po 10 urah je le-ta narasla in po 24 urah inkubacije nazaj padla. Tu je 
prišlo do razlike med metodama določanja koncentracije zunajceličnih proteaz, saj pri 
metodi na trdnem gojišču s kazeinom in želatino še vedno opažamo naraščanje po 24 urah 
inkubacije. Mutanti sta proteaze izločali v zelo nizkih količinah in tudi po 24 urah njihove 
koncentracije niso veliko narasle. 
 
Koncentracije zunajceličnih proteaz, ki so jih izločali bakterijski sevi v gojišču MSgg, so 
bile višje od koncentracij zunajceličnih proteaz v gojiščih s 4 % (w/V) kazeinom v pufru 
PBS in z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS tudi za faktor 10 določeno z metodo na 
trdnem gojišču s kazeinom in želatino (Priloga I,a). Ker gojišče MSgg ni proteinsko gojišče, 
je divji tip takoj po inokulaciji kazal zelo nizke koncentracije zunajceličnih proteaz. Šele po 
7 urah inkubacije je začela koncentracija zunajceličnih proteaz strmo naraščati. Po 24 urah 
inkubacije je divji tip dosegel koncentracijo zunajceličnih proteaz 241 ± 14 µg/mL, medtem 
ko sta mutanti v isti časovni točki izločili 100 krat manj zunajceličnih proteaz.  
 
Prav tako je bila koncentracija zunajceličnih proteaz pri divjem tipu v gojišču MSgg (Priloga 
I,b) določena z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom kmalu po inokulaciji nizka. Po 7 urah 
smo divjemu tipu določili 10 krat višjo koncentracijo zunajceličnih proteaz v primerjavi z 
metodo na trdnem gojišču s kazeinom in želatino. Po 24 urah je dosegel 280 ± 40 µg/mL 
zunajceličnih proteaz. Mutanti sta dosegli 7 – 11 krat manjšo produkcijo zunajceličnih 
proteaz kot divji tip po 24 urah inkubacije. 
 
Statistična analiza s Studentovim t-testom za obe metodi določanja koncentracij 
zunajceličnih proteaz je pokazala, da so med divjim tipom in obema mutantama po 24 urah 
inkubacije signifikantne razlike v vseh treh gojiščih. Med mutantama comQ::kan in 
degQ::tet, inkubiranima v vseh treh gojiščih, večinoma ni signifikantnih razlik za skoraj vse 
merjene časovne točke (Slika 9). 
 
Kot v poglavju 4.1 je bila tudi tukaj metoda z 1 % (w/V) azo-kazeinom natančnejša in je 
zaznala tudi nižje koncentracije zunajceličnih proteaz v izrabljenem gojišču. Dobili smo 
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rezultate tudi pri nizkih količinah zunajceličnih proteaz (npr. pri mutanti degQ::tet pri 
gojenju v gojišču MSgg do 7 ur inkubacije), medtem ko zunajceličnih proteaz z metodo na 
trdnem gojišču s kazeinom in želatino nismo zaznali. Z metodo z 1 % (w/V) azo-kazeinom 
smo zato ponekod dobili nekoliko višje vrednosti. Za primerjavo smo izračunali korelacijski 
koeficient med obema metodama za vsa testirana gojišča. Pri gojišču z 1 % (w/V) posnetim 
mlekom v pufru PBS znaša pri divjem tipu 0,97, pri mutanti comQ::kan 0,96 in mutanti 
degQ::tet 0,91. Pri gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS znaša pri divjem tipu 0,26, 
pri mutanti comQ::kan 0,93 in mutanti degQ::tet 0,80. Pri gojišču MSgg znaša korelacijski 
koeficient pri divjem tipu 0,94, pri mutanti comQ::kan 0,84 in mutanti degQ::tet 0,93. 
 
4.5 PROTEAZNA AKTIVNOST V GOJIŠČU MSgg 
 
Da bi bakterijskim sevom Bacillus subtilis PS-216, PS-216 comQ::kan in PS-216 degQ::tet 
lahko določili proteazno aktivnost v času, smo določili celokupne celične proteine z metodo 
BCA. To smo lahko določali samo v primeru gojenja bakterijskih sevov v gojišču MSgg, saj 
so v drugih primerih dodani proteini v gojišču motili meritve. Opazili smo, da je bila med 
sevi le majhna razlika v koncentraciji celokupnih proteinov tudi po 24 urah inkubacije v 
gojišču MSgg (Priloga J). S temi podatki smo nato bakterijskim sevom Bacillus subtilis PS-
216, PS-216 comQ::kan in PS-216 degQ::tet določili proteazno aktivnost tako, da smo 
izračunali, kako se spreminja množina azo-kazeina glede na spremembo mase celokupnih 
celičnih proteinov v času v gojišču MSgg po enačbi 2. 
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Slika 10: Proteazna aktivnost bakterijskih sevov med rastjo v gojišču MSgg pri temperaturi 37 °C. Prikazana 
so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. Statistično signifikantno 
različni rezultati med divjim tipom in mutanto so na sliki označeni s simbolom *, statistično signifikantno 
različni rezultati med mutantama comQ::kan in degQ::tet so označeni s simbolom #. 
 
Slika 10 (Priloga K) prikazuje proteazno aktivnost divjega tipa in mutant comQ::kan in 
degQ::tet v gojišču MSgg. Divji tip je imel večjo proteazno aktivnost kot obe mutanti, ki sta 
imeli skoraj enako PA skozi ves čas inkubacije in se je gibala pod 5 ·10-11 U/mg. PA divjega 
tipa je bila (11,1 ± 4,4) · 10-11 U/mg do 4 ur inkubacije, po 7 urah inkubacije se je povečala 
na (48,1 ± 8,7) · 10-11 U/mg in nato spet vpadla na (9,9 ± 1,4) · 10-11 U/mg.  
 
Signifikantne razlike v proteazni aktivnosti med divjim tipom in mutantama se pokažejo po 
7 urah inkubacije, medtem ko je bila med mutantama comQ::kan in degQ::tet signifikantna 
razlika v proteazni aktivnosti le po 10 urah inkubacije.  
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4.6 IZRAŽANJE ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ V GOJIŠČU MSgg 
 
Bakterijskim sevom Bacillus subtilis PS-216 amyE::PaprE-gfp, PS-216 comQ::kan 
amyE::PaprE-gfp in PS-216 degQ::tet amyE::PaprE-gfp, ki smo jih gojili v gojišču MSgg, 
smo s fluorescenčno poročevalsko fuzijo gfp vezano na promotor gena aprE (PaprE) 
določali izražanje zunajceličnih proteaz. 
 
 
Slika 11: Intenziteta fluorescence normalizirana na OD650 bakterijskih sevov v gojišču MSgg pri temperaturi 
37 °C v času. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
Statistično signifikantno različni rezultati med divjim tipom in mutanto so na sliki označeni s simbolom *. 
 
Na sliki 11 (Priloga L) vidimo intenziteto fluorescence označenih bakterijskih sevov, od 
katerih je bila odšteta intenziteta fluorescence neoznačenih sevov in razlika nato 
normalizirana na OD650 označenih bakterijskih sevov. Divjemu tipu je intenziteta 
fluorescence normalizirana na OD650 najhitreje naraščala in je dosegla 2326 ± 245 RFU/a.u. 
po 24 urah inkubacije. Pri mutanti comQ::kan je izražanje PaprE bolj naraščalo kot pri 
mutanti degQ::tet, vendar veliko manj kot pri divjemu tipu. Intenziteta fluorescence 
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normalizirana na OD650 je bila pri mutanti comQ::kan 29 krat nižja, pri mutanti degQ::tet 
kar 600 krat nižja kot pri divjem tipu po 24 urah inkubacije.  
 
Statistična analiza rezultatov je pokazala, da je bila razlika med divjim tipom in obema 
mutantama signifikantna po 10 in 24 urah inkubacije, v prejšnjih časovnih točkah med sevi 
ni bilo signifikantne razlike v izražanju PaprE. Med rezultati izražanja PaprE mutant 
comQ::kan in degQ::tet ni signifikantnih razlik tudi po 24 urah inkubacije. 
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5 RAZPRAVA 
 
Sistem za zaznavanje kvoruma bakterije B. subtilis je dobro poznan in temelji na 
dvokomponentnem sistemu ComP-ComA (Ogura in sod., 2001). Poleg tega se to bakterijo 
že dolgo izkorišča kot producenta proteaz. Zaradi visokega industrijskega pomena je dobro 
preučena tudi sinteza zunajceličnih proteaz (Tjalsma in sod., 2003), ki je regulirana z drugim 
pomembnim dvokomponentnim sistemom DegS-DegU (Ogura in sod., 2001; Mäder in sod., 
2002; Veening in sod., 2008). Prav tako je bilo dokazano, da sta ta dva dvokomponentna 
regulatorna sistema med seboj povezana preko proteina DegQ (Msadek in sod., 1991). 
Domnevamo lahko torej, da QS posredno vpliva na sintezo zunajceličnih proteaz.  
 
Zunajcelične proteaze se po sintezi izločijo iz celic ter difundirajo v okolje in so zato 
smatrane kot skupna dobrina (Pai in sod., 2012; Mellbye in Schuster, 2014). Če QS lahko 
vpliva na sintezo zunajceličnih proteaz, potem se vprašamo, ali to velja tudi za ostale skupne 
dobrine bakterije B. subtilis. Regulacija skupnih dobrin s QS je bila pri drugih vrstah bakterij 
že dokazana (Gupta in Schuster, 2013; Jousset in sod., 2013; Heilmann in sod., 2015), 
predvsem lahko izpostavimo virulenčne faktorje bakterije P. aeruginosa (Darch in sod., 
2012; Mellbye in Schuster, 2014). 
 
Te trditve smo preverili pri naravnem izolatu bakterije B. subtilis PS-216 (Štefanič in 
Mandić-Mulec, 2009). Primerjali smo rast, sintezo in izražanje zunajceličnih proteaz, kot 
primer skupnih dobrin, ter proteazno aktivnost divjega tipa, mutante brez sposobnosti 
zaznavanja signala za doseganje kvoruma (Špacapan, 2015) in mutante z okvaro v sintezi 
zunajceličnih proteaz (Špacapan, neobjavljeno) v različnih gojiščih. 
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5.1 VPLIV SESTAVE GOJIŠČA NA SINTEZO ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ PRI 
BAKTERIJI Bacillus subtilis 
 
Da bi ugotovili, ali bakterija B. subtilis sintetizira zunajcelične proteaze tudi, ko ima v 
gojišču druge vire ogljika in dušika, smo najprej določali koncentracijo celokupnih proteinov 
in s tem sposobnosti rasti ter koncentracijo zunajceličnih proteaz po 24-urni inkubaciji v 
gojiščih z različnimi viri hranil. Gojišče LB je bogato gojišče, ki vsebuje hidrolizirane 
proteine, peptide, aminokisline, vitamine in ogljikove hidrate. Gojišče MSgg pospešuje 
nastanek biofilma, vsebuje glutamat in glicerol ter nima proteinskih substratov (Branda in 
sod., 2001). Gojišče CM vsebuje poleg kvasnega ekstrakta in kazeinskega hidrolizata tudi 
glukozo in minerale (Albano in sod., 1987). Gojišče M9 je minimalni medij, edini vir ogljika 
je glukoza, vir dušika je amonij.  
 
Najboljša rast je bila po 24 urah inkubacije v gojišču LB (Slika 4), saj je to najbogatejše 
gojišče, temu je sledilo gojišče MSgg. Najslabša rast je bila v gojišču M9, medtem ko je bila 
rast v gojišču CM vmes med gojiščem MSgg in M9. Določanje koncentracije zunajceličnih 
proteaz z obema metodama (Slika 3) je pokazalo, da so naravni izolat PS-216 in njegovi 
mutanti comQ::kan in degQ::tet sintetizirali zunajcelične proteaze tudi, ko so imeli na voljo 
druge vire hranil, brez proteinov S tem smo potrdili tudi ugotovitve, ki sta jih objavila 
Mukhtar in Haq (2013), da lahko nekatere vrste producirajo zunajcelične proteaze tudi, ko 
proteini niso prisotni.  
 
Najvišja produkcija zunajceličnih proteaz je bila v gojišču MSgg (Priloga A). Izmerili smo 
proteine v izrabljenem gojišču MSgg, ki na začetku ne vsebuje proteinov, da bi ugotovili, 
zakaj se v tem primeru producirajo proteaze. Po 4 urah inkubacije smo v supernatantu 
mutante degQ::tet že izmerili proteine, pri divjem tipu in mutanti comQ::kan smo izmerili 
proteine po 7 urah od začetka inkubacije (Priloga M). To si razlagamo tako, da je prišlo v 
tem gojišču, ki pospešuje prilagoditvene mehanizme bakterije, v tem času že do izločanja 
proteinskih metabolitov iz celic in sinteze zunajceličnih proteaz za razgradnjo le-teh. V vseh 
ostalih gojiščih je bila produkcija zunajceličnih proteaz signifikantno nižja. Gojišče LB je 
dovolj bogato gojišče in celice po 24 urah inkubacije še niso odmrle ter imajo na voljo dovolj 
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enostavnih lahko dostopnih virov hranil, ki zavirajo sintezo proteaz (Slika 4), v gojišču M9 
sta glukoza in amonij, ki sta zavirala sintezo proteaz (Chu in sod., 1992), v gojišču CM je 
prav tako glukoza, ki zaradi katabolne represije ni omogočala sinteze proteaz (Chu in sod., 
1992; Soares in sod., 2005). Proteazno aktivnost smo določili kot množino azo-kazeina na 
maso celokupnih celičnih proteinov po času, da smo lahko primerjali količino zunajceličnih 
proteaz tudi glede na razlike v rasti celic. Najvišjo proteazno aktivnost je imel sev PS-216 v 
gojišču MSgg, v gojiščih LB, CM in M9 je bila le-ta nekoliko nižja (Slika 5). Divji tip, ki ni 
imel okvare v signaliziranju ali produkciji proteaz, je v vseh primerih sintetiziral največ 
zunajceličnih proteaz kar kaže, da sta gena comQ in degQ ključna pri regulaciji sinteze 
zunajceličnih proteaz. 
 
5.2 SPREMLJANJE RASTI BAKTERIJSKIH SEVOV V RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
SKOZI ČAS 
 
Bakterijsko rast smo spremljali z merjenjem optične gostote pri 650 nanometrih v gojišču z 
1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS, kjer so proteinski substrati mlečne beljakovine, 
poleg tega je prisotna tudi laktoza, in v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS, kjer je 
edini vir ogljika kazein. Poleg tega smo preverjali rast še v gojišču MSgg, ki nima 
proteinskih substratov in se je v prvem eksperimentu izkazal z maksimalno sintezo 
zunajceličnih proteaz.  
 
Divji tip je v obeh proteinskih gojiščih hitreje rasel kot mutanti, kar smo v gojišču z 1 % 
(w/V) posnetim mlekom v pufru PBS opazili kot bistrenje gojišča (Slika 6 ter Priloga D), saj 
je B. subtilis razgrajeval mlečne proteine, v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS smo 
to videli kot naraščanje motnosti (Slika 7 ter Priloga E). S tem smo potrdili eno od naših 
hipotez, ki pravi, da bo rast divjega tipa na proteinskih substratih hitrejša od rasti mutant. V 
gojišču MSgg takih razlik v rasti med divim tipom in mutantama nismo opazili do 9. ure 
inkubacije, kjer je rast vsem trem sevom začela upadati in kasneje so se pokazale razlike 
(Slika 8 ter Priloga F). Z merjenjem celokupne koncentracije celičnih proteinov z metodo 
BCA teh razlik nismo zaznali, ker vmesnih čaovnih točk nismo analizirali (Priloga J). Z 
metodo BCA smo tudi videli, da se je v gojišču MSgg po 24 urah od začetka inkubacije 
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koncentracija celokupnih celičnih proteinov znižala, kar pomeni, da so nekatere celice takrat 
že začele lizirati (Priloga J). 
 
5.3 SPREMLJANJE KONCENTRACIJE ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ IN NJIHOVO 
IZRAŽANJE PRI BAKTERIJAH SKOZI ČAS 
 
Prav tako kot pri rasti smo tudi pri produkciji zunajceličnih proteaz v proteinskih gojiščih 
opazili veliko razliko med divjim tipom ter mutantama comQ::kan in degQ::tet z obema 
metodama določanja zunajceličnih proteaz. Divji tip je kazal večjo sposobnost sinteze 
zunajceličnih proteaz v vseh testiranih gojiščih. S tem smo potrdili naslednjo hipotezo, da 
bodo različni proteinski substrati podobno vplivali na sintezo zunajceličnih proteaz. V 
gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS je bila koncentracija celo petkrat višja (Slika 9 
ter Priloga H) od koncentracije proteaz v gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS 
(Slika 9 ter Priloga G), saj je bil tam edini vir hranil kazein. Pri gojenju v proteinskih gojiščih 
je torej bolje uspeval divji tip in je proizvajal veliko več zunajceličnih proteaz kot mutanti 
comQ::kan in degQ::tet. V gojišču MSgg je bila koncentracija zunajceličnih proteaz še višja, 
vendar smo jih v izrabljenem gojišču zaznali šele, ko so se začeli pojavljati tudi proteini, to 
je po 7 urah inkubacije (Slika 9 ter Priloga I).  
 
S pomočjo uporabe fluorescenčne poročevalske fuzije PaprE-gfp pri divjem tipu in mutantah 
comQ::kan ter degQ::tet smo določali izražanje subtilizina v gojišču MSgg. V drugih 
gojiščih je bilo to zaradi previsokega ozadja kot posledice avtofluorescence samih gojišč 
nemogoče. Rezultati so prav tako pokazali, da je razlika med divjim tipom in mutantama 
comQ::kan ter degQ::tet signifikantna, saj je bila intenziteta fluorescence pri divjem tipu 
ves čas večja kot pri mutantah, do največjih razlik je prišlo med 9 in 24 urami inkubacije 
sevov (Slika 11). Zunajcelične proteaze so se začele pri divjem tipu izražati, ko so prišle 
celice v stacionarno fazo rasti. To je nekoliko kasneje kot smo zaznali zunajcelične proteaze 
katerih koncentracija je začela naraščati po 7 urah inkubacije, ko so bile celice sredi 
eksponentne faze rasti. 
 
Pri gojišču MSgg smo lahko izračunali tudi proteazno aktivnost. Kljub temu, da gojišče na 
začetku ne vsebuje proteinov, kar bi zahtevalo sintezo zunajceličnih proteaz, smo pokazali, 
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da je bila po 7 urah inkubacije v tem gojišču vseeno prisotna visoka koncentracija proteinov 
(Priloga M). Takrat so se začele izločati tudi proteaze. Proteazna aktivnost je bila najvišja 
pri divjem tipu in sicer po 7 urah od začetka inkubacije, po 10 urah je padla in je skoraj ni 
bilo več, enako kot pri mutantah comQ::kan in degQ::tet (Slika 10). S tem smo torej potrdili 
še eno od naših hipotez, da je poteazna aktivnost večja pri divjem tipu kot pri signalni 
mutanti in mutanti, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz.  
 
5.4 REGULACIJA SINTEZE ZUNAJCELIČNIH PROTEAZ S SISTEMOM ZA 
ZAZNAVANJE KVORUMA 
 
Divji tip, ki ni imel okvarjenih genov za regulacijo sinteze zunajceličnih proteaz in je s 
svojim sistemom QS lahko zaznaval celično gostoto, je v okolju, kjer so edini vir hranil 
proteini, imel veliko prednost pred mutantama comQ::kan in degQ::tet, tako kot so za 
bakterijo P. aeruginosa dokazali že Darch in sod. (2012). Mutanta degQ::tet, ki je imela 
okvarjene gene za regulacijo sinteze zunajceličnih proteaz, je imela v vseh gojiščih najslabše 
rezultate, mutanta comQ::kan je bila nekoliko boljša, vendar vseeno veliko slabša v 
produkciji zunajceličnih proteaz od divjega tipa. Potrdimo torej lahko, da je poleg 
dvokomponentnega sistema DegS-DegU za regulacijo skupnih dobrin zunajceličnih proteaz 
pomembna tudi sposobnost zaznavanja kvoruma, tako kot pri mnogih drugih vrstah bakterij 
(Darch in sod., 2012; Gupta in Schuster, 2013; Jousset in sod., 2013; Heilmann in sod., 
2015). 
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6 SKLEPI 
 
 Proteazna aktivnost je večja pri divjem tipu bakterije Bacillus subtilis kot pri signalni 
mutanti in mutanti, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz. Pokazali smo, da je sinteza 
zunajceličnih proteaz regulirana s sistemom za zaznavanje kvoruma in je odvisna od 
gostote populacije. 
  
 Rast celic divjega tipa bakterije Bacillus subtilis je bila na proteinskih substratih 
hitrejša od rasti signalne mutante in mutante, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz. 
Mutanti sta imeli na gojiščih s proteinskim virom ogljika in dušika veliko počasnejšo 
rast v primerjavi z divjim tipom. 
 
 Različni proteinski substrati so podobno vplivali na izražanje zunajceličnih proteaz 
pri signalni mutanti, mutanti, ki ne sintetizira zunajceličnih proteaz, in divjem tipu 
bakterije Bacillus subtilis. Divji tip je imel v vseh primerih prednost pred mutantama. 
V gojišču, kjer je bil edini vir hranil kazein, je bila koncentracija zunajceličnih 
proteaz višja od gojišča z mlečnimi proteini, kjer je bila prisotna tudi laktoza kot vir 
ogljika. Najvišje izražanje zunajceličnih proteaz smo opazili v gojišču MSgg, ki 
proteinske komponente pridobi šele z bakterijskim metabolizmom, ko začne kultura 
sintetizirati peptide in jih izločati v gojišče.  
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7 POVZETEK 
 
Bakterijski produkti, ki jih celice izločajo v svoje okolje, lahko koristijo tudi drugim celicam 
v okolju, zato so te molekule imenovali skupne dobrine. Njihova sinteza zahteva porabo 
velikih količin energije in mora biti zato strogo regulirana (Pai in sod., 2012). Za bakterijo 
P. aeruginosa so dokazali, da je ta regulacija odvisna od celične gostote in je za prepis genov 
skupnih dobrin potrebno najprej doseči kvorum (Darch in sod., 2012). Da bi dokazali, da 
podobno velja za bakterijo B. subtilis, smo kot primer skupnih dobrin vzeli dobro preučene 
zunajcelične proteaze (Tjalsma in sod., 2003) in določali proteazno aktivnost bakterije pri 
različnih pogojih. 
 
Pri regulaciji zunajceličnih proteaz bakterije B. subtilis sodelujeta dva dvokomponentna 
sistema (Msadek in sod., 1991). Dvokomponentni sistem DegS-DegU glede na signale iz 
okolja povzroči v celici prehod v stacionarno fazo (Mäder in sod., 2002). Glede na 
koncentracijo fosforiliranega proteina DegU v celici je odvisno, kateri geni stacionarne faze 
se bodo prepisovali (Dahl in sod., 1991). Zunajcelična proteaza subtilizin se začne 
prepisovati šele, ko je v celici visoka koncentracija aktiviranega (fosforiliranega) DegU, saj 
ima na promotorju kar dve vezavni mesti za ta protein (Verhamme in sod., 2007; Veening 
in sod., 2008). Ob pomanjkanju hranil, kar zazna sistem za zaznavanje kvoruma ComP-
ComA, se poleg prepisa drugih genov sproži tudi prepis polipeptida DegQ, ki aktivira sistem 
DegS-DegU (Msadek in sod., 1991). Zato smo poleg naravnega izolata PS-216 primerjali še 
dve mutanti s prekinjenima genoma comQ in degQ, ki imata zmanjšano sintezo zunajceličnih 
proteaz .  
 
V okviru magistrskega dela smo se osredotočili na tri hipoteze. Najprej smo med seboj 
primerjali gojišča z različnimi viri ogljika in dušika. Po 24 urah gojenja so različna izrabljena 
gojišča vsebovala različne količine zunajceličnih proteaz. Hipotezo, da bodo različni 
proteinski substrati podobno vplivali na sintezo proteaz pri različnih sevih, smo potrdili, saj 
so bile koncentracije zunajceličnih proteaz pri divjem tipu v različnih proteinskih gojiščih 
vedno veliko višje od koncentracij zunajceličnih proteaz mutant. Nato smo primerjali tudi 
uspešnost rasti divjega tipa z rastjo obeh mutant v gojiščih z 1 % (w/V) posnetim mlekom v 
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pufru PBS, v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS in v gojišču MSgg. Naša hipoteza 
je bila, da bo na proteinskih substratih divji tip bolje rasel kot obe mutanti. To hipotezo smo 
potrdili, saj je bila rast mutant v gojiščih, kjer so viri hranil proteinski (posneto mleko, 
kazein), počasnejša od rasti divjega tipa. Nato smo preverjali še sposobnost sinteze 
zunajceličnih proteaz v teh gojiščih. Domnevali smo, da bo divji tip, ki je imel delujoča oba 
dvokomponentna regulatorna sistema, sintetiziral zunajcelične proteaze v višjih količinah in 
bo imel s tem višjo proteazno aktivnost kot signalni mutanti. To hipotezo smo tudi potrdili, 
saj je imel divji tip v vseh preizkušenih primerih veliko višje koncentracije zunajceličnih 
proteaz od obeh mutant.  
 
Zaključimo lahko, da na regulacijo izražanja zunajceličnih proteaz, kot primerom skupnih 
dobrin, vplivata oba dvokomponentna sistema DegS-DegU in ComP-ComA in da le, ko sta 
oba delujoča, omogočata sintezo maksimalne količine zunajceličnih proteaz. Čeprav je 
izločanje proteaz najverjetneje uravnavano z različnimi regulatornimi sistemi, je do neke 
mere odvisno tudi od celične gostote in doseganja kvoruma.  
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PRILOGE 
 
Priloga A: Koncentracije zunajceličnih proteaz (µg/mL) po 24 urah gojenja bakterijskih 
sevov v gojiščih LB, MSgg, M9 in CM pri temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in 
standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture.  
 
a) metoda na trdnem gojišču s kazeinom in želatino 
 
Sevi  PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Gojišče Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
LB 28,2 1,0 0,4 0,2 0 0 
MSgg 297,8 8,2 22,1 0,8 15,3 1,0 
M9 2,6 0,1 0 0 0,9 0 
CM 2,7 0 1,0 0,1 1,8 0 
 
 
b) metoda z 1% (w/V) azo-kazeinom 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Gojišče Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
LB 76,7 1,8 7,5 0,2 7,6 0,4 
MSgg 362,5 8,6 29,2 0,5 24,9 0,8 
M9 6,0 0,3 0,5 0 0,5 0 
CM 9,0 0,6 1,1 0 1,5 0 
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Priloga B: Koncentracije celokupnih celičnih proteinov (µg/mL) po 24 urah gojenja 
bakterijskih sevov v gojiščih LB, MSgg, M9 in CM pri temperaturi 37 °C, določene z metodo 
z BCA. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske 
kulture. 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija celokupnih celičnih proteinov (µg/mL) 
Gojišče Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
LB 813,2 16,2 535,7 12,0 504,4 32,5 
MSgg 756,9 26,6 433,2 4,5 351,7 24,8 
M9 61,9 4,0 33,6 3,6 12,1 1,2 
CM 241,7 2,3 189,4 17,0 142,9 4,0 
 
 
 
 
Priloga C: Proteazne aktivnosti (U/mg) po 24 urah gojenja bakterijskih sevov v gojiščih LB, 
MSgg, M9 in CM pri temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh 
neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Proteazna aktivnost · 10-11 (U/mg) 
Gojišče Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
LB 0,9 0 0,1 0 0,2 0 
MSgg 4,7 0,3 0,7 0 0,7 0,1 
M9 1,0 0,1 0,2 0 0,4 0,1 
CM 0,4 0 0,1 0 0,5 0 
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Priloga D: Optična gostota med rastjo bakterijskih sevov v gojišču z 1 % (w/V) posnetim 
mlekom v pufru PBS pri temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni 
treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
 PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Optična gostota OD650 (a.u.) 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 1,74 0,12 1,79 0,04 1,78 0,02 
2 1,59 0,11 1,82 0,06 1,82 0,02 
2,5 1,55 0,09 1,82 0,04 1,83 0,02 
3 1,46 0,08 1,81 0,06 1,83 0,03 
3,5 1,39 0,06 1,82 0,06 1,82 0,02 
4 1,32 0,05 1,83 0,05 1,83 0,02 
4,5 1,23 0,04 1,82 0,05 1,82 0,02 
5 1,15 0,02 1,82 0,05 1,83 0,03 
5,5 1,06 0 1,81 0,05 1,81 0,02 
6 0,98 0,02 1,81 0,05 1,80 0,02 
6,5 0,88 0,06 1,80 0,05 1,79 0,03 
7 0,77 0,08 1,79 0,05 1,78 0,04 
7,5 0,64 0,10 1,77 0,05 1,75 0,03 
8 0,59 0,10 1,76 0,05 1,74 0,03 
8,5 0,54 0,07 1,73 0,05 1,72 0,03 
9 0,53 0,06 1,73 0,05 1,70 0,03 
9,5 0,51 0,06 1,71 0,06 1,69 0,04 
10 0,51 0,05 1,68 0,07 1,66 0,03 
10,5 0,50 0,05 1,65 0,05 1,63 0,03 
11 0,49 0,04 1,63 0,05 1,63 0,04 
11,5 0,49 0,04 1,58 0,05 1,60 0,03 
12 0,48 0,04 1,56 0,05 1,58 0,04 
24 0,50 0,04 0,57 0,07 1,01 0,06 
25 0,50 0,04 0,54 0,04 0,95 0,06 
26 0,50 0,04 0,53 0,02 0,91 0,05 
27 0,50 0,04 0,51 0,02 0,85 0,06 
28 0,51 0,04 0,50 0,02 0,81 0,06 
29 0,50 0,03 0,50 0,01 0,73 0,07 
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Priloga E: Optična gostota med rastjo bakterijskih sevov v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v 
pufru PBS pri temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh 
neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
 PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Optična gostota OD650 (a.u.) 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 0,17 0,01 0,17 0,01 0,15 0,02 
2 0,20 0 0,18 0,01 0,16 0,02 
3 0,24 0 0,20 0,01 0,18 0,02 
4 0,31 0,01 0,22 0,02 0,21 0,04 
5 0,90 0,31 0,23 0,01 0,22 0,02 
5,5 2,79 0,03 0,27 0,01 0,28 0,03 
6 2,71 0,01 0,29 0,01 0,29 0,03 
6,5 2,56 0,03 0,29 0,01 0,30 0,03 
7 2,44 0,03 0,30 0,01 0,32 0,04 
7,5 2,28 0,01 0,31 0,01 0,33 0,03 
8 2,11 0,01 0,32 0,01 0,35 0,02 
8,5 1,87 0,01 0,34 0,01 0,38 0,03 
9 1,72 0,05 0,35 0,02 0,40 0,03 
9,5 1,57 0,09 0,36 0,02 0,42 0,03 
10 1,42 0,14 0,37 0,02 0,45 0,03 
10,5 1,30 0,16 0,39 0,02 0,47 0,02 
11 1,24 0,20 0,40 0,02 0,49 0,02 
11,5 1,26 0,24 0,43 0,02 0,52 0,03 
12 1,33 0,27 0,46 0,02 0,55 0,02 
24 1,68 0,10 2,15 0,12 2,37 0,09 
25 1,65 0,11 1,90 0,16 2,15 0,08 
26 1,58 0,11 1,63 0,15 1,78 0,29 
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Priloga F: Optična gostota med rastjo bakterijskih sevov v gojišču MSgg pri temperaturi 37 
°C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
 PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Optična gostota OD650 (a.u.) 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 0,11 0,01 0,09 0,01 0,08 0,02 
2 0,12 0 0,10 0 0,10 0,02 
3 0,13 0,01 0,11 0,01 0,15 0,02 
4 0,23 0 0,20 0,02 0,32 0,02 
5 0,37 0,01 0,35 0,03 0,51 0,03 
6 0,61 0 0,59 0,04 0,71 0,01 
7 0,84 0,02 1,02 0,06 1,01 0,02 
8 1,63 0 1,63 0 1,63 0 
9 1,60 0 1,59 0 1,59 0 
10 1,59 0 1,60 0 1,59 0 
11 1,73 0,04 1,95 0,05 1,61 0,04 
24 2,36 0,04 1,85 0,14 1,52 0,03 
25 2,21 0,03 1,35 0,13 1,46 0,05 
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Priloga G: Koncentracije zunajceličnih proteaz (µg/mL) v izrabljenem gojišču bakterijskih 
sevov, ki so rasli v gojišču z 1 % (w/V) posnetim mlekom v pufru PBS pri temperaturi 37 
°C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture.  
 
a) metoda na trdnem gojišču s kazeinom in želatino 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Čas 
inkubacije 
(h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
3 2,3 0 0 0 0 0 
5 2,7 0,1 0 0 0 0 
8 2,7 0 0 0 0 0 
10 2,7 0,1 0,3 0,1 0,3 0 
24 7,0 0,2 1,6 0 1,0 0,1 
 
 
b) metoda z 1% (w/V) azo-kazeinom 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Čas 
inkubacije 
(h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
3 1,7 0,1 0,12 0,01 0,16 0 
5 2,4 0,1 0,14 0 0,18 0,03 
8 2,6 0,2 0,18 0,01 0,18 0,01 
10 2,6 0,3 0,21 0,01 0,20 0,01 
24 10,2 2,0 0,51 0,02 0,28 0,02 
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Priloga H: Koncentracije zunajceličnih proteaz (µg/mL) v izrabljenem gojišču bakterijskih 
sevov, ki so rasli v gojišču s 4 % (w/V) kazeinom v pufru PBS pri temperaturi 37 °C. 
Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture.  
 
a) metoda na trdnem gojišču s kazeinom in želatino  
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Čas 
inkubacije (h) Povprečje 
Standardni 
odklon Povprečje 
Standardni 
odklon Povprečje 
Standardni 
odklon 
4 7,7 0,9 0 0 0 0 
6 18,4 0,8 0,4 0,2 0,85 0,02 
8 18,3 0,5 1,07 0,02 1,17 0,06 
10 21,0 1,5 1,24 0,02 1,0 0,1 
24 33,7 0,3 2,3 0,1 1,89 0,02 
 
 
b) metoda z 1% (w/V) azo-kazeinom 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Čas 
inkubacije (h) Povprečje 
Standardni 
odklon Povprečje 
Standardni 
odklon Povprečje 
Standardni 
odklon 
4 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
6 16,5 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 
8 19,4 0,2 0,0 0,0 0,1 0,0 
10 21,9 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 
24 8,5 0,2 0,2 0,0 0,2 0,0 
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Priloga I: Koncentracije zunajceličnih proteaz (µg/mL) v izrabljenem gojišču bakterijskih 
sevov, ki so rasli v gojišču MSgg pri temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni 
odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture.  
 
a) metoda na trdnem gojišču s kazeinom in želatino  
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 0,92 0,02 0 0 0 0 
4 0,87 0,08 0 0 0 0 
7 2,26 0,06 0,8 0,2 0,8 0,1 
10 199 15 0,8 0,1 1,1 0,4 
24 241 14 2,6 0,4 2,14 0,06 
 
 
b) metoda z 1% (w/V) azo-kazeinom 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija zunajceličnih proteaz (µg/mL) 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 0,6 1,1 0 0 0 0 
4 2,3 0,9 0 0 0 0 
7 22,3 6,5 2,9 0,2 2,9 1,3 
10 134 17 22,7 2,6 9,7 2,6 
24 280 40 36,3 8,3 23,9 5,5 
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Priloga J: Koncentracije celokupnih celičnih proteinov (µg/mL) bakterijskih sevov, ki so 
rasli v gojišču MSgg pri temperaturi 37 °C, določene z metodo z BCA. Prikazana so 
povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracija celokupnih celičnih proteinov (µg/mL) 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 21,3 3,8 12,3 2,2 11,1 1,0 
4 43,4 14,8 32,3 2,7 48,6 2,7 
7 85,9 9,4 251,7 20,7 154,8 6,0 
10 3169 222 2919 184 2710 156 
24 2794 135 2502 106 2169 153 
 
 
 
 
Priloga K: Proteazne aktivnosti (U/mg) bakterijskih sevov, ki so rasli v gojišču MSgg pri 
temperaturi 37 °C. Prikazana so povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj 
bakterijske kulture. 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Proteazna aktivnost (U/mg) · 10-11 
Čas 
inkubacije (h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 13,2 5,4 3,1 1,2 3,5 1,1 
4 11,1 4,4 1,1 0,3 0,4 0 
7 48,1 8,7 1,9 0,2 3,0 0,8 
10 4,5 0,6 1,4 0,1 0,6 0,1 
24 9,9 1,4 2,2 0,3 2,0 0,3 
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Priloga L: Intenzitete fluorescence normalizirane na OD650 (RFU/a.u.) bakterijskih sevov v 
gojišču MSgg pri temperaturi 37 °C v času. Prikazana so povprečja in standardni odkloni 
treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
Sevi PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Intenziteta fluorescence na OD650 (RFU/a.u.) 
Čas 
inkubacije 
(h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 105,5 49,2 -11,9 -33,7 0,3 0 
2 107,0 33,7 8,2 40,7 28,6 42,1 
3 65,6 37,5 6,7 63,8 -13,2 -47,5 
4 15,0 4,1 9,1 25,7 5,9 17,3 
5 28,9 5,5 -22,6 -20,3 -15,3 -24,6 
6 7,4 8,8 -10,7 -2,2 10,6 9,6 
7 19,1 1,4 -11,5 -7,2 -11,4 -9,9 
8 35,6 5,0 3,8 4,7 2,3 9,1 
9 71,2 7,3 7,6 6,5 -5,6 -12,7 
10 146,2 2,4 7,3 2,7 0,1 2,8 
24 2326 245 79,5 12,5 3,9 4,5 
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Priloga M: Koncentracije proteinov v izrabljenem gojišču (µg/mL) bakterijskih sevov, ki 
so rasli v gojišču MSgg pri temperaturi 37 °C, določene z metodo z BCA. Prikazana so 
povprečja in standardni odkloni treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
 PS-216 PS-216 comQ::kan PS-216 degQ::tet 
 Koncentracije proteinov v izrabljenem gojišču (µg/mL) 
Čas 
inkubacije 
(h) 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
Povprečje 
Standardni 
odklon 
0 -10,8 15,2 -24,6 4,1 -26,3 7,9 
4 67,9 15,4 53,3 9,7 70,8 1,8 
7 392 3, 464 31 6934 907 
10 6225 118 5892 514 6850 156 
24 5934 368 4975 562 4267 880 
 
 
 
